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1. Theoretischer Teil 

1.1. Einleitung 

Die Naturstoffchemie entstand aus der ureigenen Neugier des Menschen, welche 
durch sensorische Reize wie Geschmack und Geruch oder durch das Phänomen der 
Farbe, aber vor allem durch das Bedürfnis nach Heilung und Linderung von Krank-
heiten geweckt wurde. Die Verwendung von Pflanzenmaterial zu Heilzwecken ist 
schon seit Jahrtausenden in der traditionellen chinesischen Medizin bekannt. So fin-
det sich bereits in dem Standardwerk der altchinesischen Medizin Nei Ching (3000 v. 
Chr.) des legendären „Gelben Kaisers“ Huang Ti eine Auflistung von 151 Arznei-
produkten pflanzlichen Ursprungs1. Darunter ist eine der wohl bekanntesten chinesi-
schen Arzneipflanzen, der Ginkgo-Baum (Ginkgo biloba), dessen Blattextrakt bis 
zum heutigen Tage intensive Anwendung zur symptomatischen Behandlung hirnor-
ganisch bedingter Leistungsstörungen, Schwindel oder Tinnitus findet2. Die stete 
Weiterentwicklung der Drogenkunde sowie der Fortschritt in der analytischen Che-
mie des 19. Jahrhunderts brachten schließlich Inhaltsstoffe verschiedenster Natur-
stoffgruppen mit diverser Wirkung auf den menschlichen Organismus oder von an-
derem, z.B. industriellen Nutzen hervor. So wurde durch den Apotheker F. W. Ser-
türner 1805/1806 das Morphin - als erstes Alkaloid - in Reinform isoliert. Damit ge-
lang es erstmalig, aus einer Droge anhand von analytisch-chemischen Arbeitsmetho-
den das wirksame Prinzip zu formulieren3. Die Reindarstellung einer arzneilich wirk-
samen Substanz ermöglichte nicht nur eine gezielte pharmakologische Untersuchung, 
sondern ließ auch eine Optimierung der Dosierung von Arzneistoffen zu.  

Der Physiologe A. Kossel unterschied die sogenannten Primärmetaboliten von 
den Sekundärmetaboliten4. Die erstgenannte Gruppe kommt dabei ubiquitär vor und 
entspringt dem Grundstoffwechsel von Organismen. Hierzu gehören beispielsweise 
die Nucleinsäuren, Proteine, Lipide und Kohlenhydrate. Zu den Vertretern der zwei-
ten Gruppe hingegen gehören z.B. die Terpene, Alkaloide, Polyketide und andere, 
deren Vorkommen oftmals für ganz bestimmte Organismen charakteristisch ist und 
welche häufig von pharmazeutischem Interesse sind. Die Bedeutung der Sekundär-
metabolite für den jeweiligen Produzenten ist oft noch unklar. Jedoch kommen bei-
spielsweise Abwehr- oder Lockfunktionen in Betracht.  
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Während die Vielzahl der Arzneistoffe bis in die Anfänge des 20. Jahrhunderts 
vornehmlich aus pflanzlichem Material gewonnen wurde, war die Entdeckung des 
Penicillins im Jahre 1928 durch den Bakteriologen A. Fleming von entscheidender 
Bedeutung für die Gewinnung von Naturstoffen aus Mikroorganismen5. Wegweisend 
für diese Entwicklung waren zuvor jedoch die Identifizierung von Mikroorganismen 
als Auslöser von Infektionskrankheiten durch R. Koch im Jahre 18766 sowie die ein 
Jahr später folgende Beobachtung von L. Pasteur, daß sich bestimmte Mikroorga-
nismen gegenseitig in ihrem Wachstum hemmen. Damit war der Begriff der Antibio-
se geprägt1. Erst 1939 gelang es dem Biochemiker E. B. Chain und dem Pathologen 
H. Florey, das Penicillin (1) in Reinform zu gewinnen und in größerer Menge herzu-
stellen7.  
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Abbildung 1: (1) = allgemeine Strukturformel für Penicillin (R = variabler Rest) und 
Streptomycin (2). 

Durch die Entdeckung des Penicillins (1) wurde weltweit eine systematische 

Suche nach weiteren Antibiotika ausgelöst. Dabei wurden neben zusätzlichen β-

Lactam-Antibiotika wie den Cephalosporinen und Cephamycinen, neue Antibiotika-

Klassen (vor allem bakteriellen Ursprungs) erschlossen. So folgte zum Beispiel kurze 

Zeit später die Isolierung von Streptomycin (2) – dem ersten Vertreter der Ami-

noglycosidantibiotika - aus dem Bakterium Streptomyces griseus durch A. Schatz8.  
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Entwicklung von Antibiotika-Resistenzen 

Auch wenn die Entwicklung von Antibiotika vielen tödlich verlaufenden Infek-

tionserkrankungen vorerst ihren Schrecken nahm, führte schließlich ein allzu beden-

kenloser Umgang mit diesen Arzneimitteln dazu, daß immer mehr Erreger Resisten-

zen entwickelten. So glaubte man noch vor dreißig Jahren vor allem in den Industrie-

staaten, die Infektionskrankheiten erfolgreich besiegt zu haben. Daher verlagerte sich 

der Schwerpunkt der pharmazeutischen Forschung auf die Behandlung von chroni-

schen Erkrankungen, wie z.B. denen des Herzens oder der Alzheimererkrankung. 

Erst das vermehrte Auftreten von resistenten Krankheitserregern und vor allem die 

Entwicklung von Multiresistenzen bis hin zu einer beginnenden Zunahme der Resis-

tenzen gegen wichtige Reserveantibiotika, wie z.B. das Vancomycin, lenkten die 

Aufmerksamkeit wieder auf das Gebiet der Infektiologie bzw. der Antibiotikafor-

schung. Mittlerweile sind Infektionskrankheiten nicht nur weltweit, sondern auch in 

den Industrieländern, zusammen mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Krebs, füh-

rend bei den Todesursachen (siehe auch Abbildung 2).  

Infektionskrankheiten
25%

Herz- 
Kreislauferkrankungen

31%

Krebs
13%

Verletzungen
11%

Sonstige
6%

Atemwegs- und 
Verdauungstrakt-

Erkrankungen
9%

Maternal
5%

 
Abbildung 2: Weltweit häufigste Todesursachen für 1998; nach WHO 19999, eigene 

Darstellung. 

Doch neben einer oft voreiligen und unspezifischen Verordnungspraxis von An-
tibiotika spielen auch vor allem Anwendungsfehler, wie vorzeitiges Absetzten des 
verordneten Antibiotikums, übermäßiger Gebrauch bzw. Mißbrauch und Fehleinsatz 
(z.B. Unterdosierung oder Applikation eines Antibiotikums ohne Vorliegen einer 
bakteriellen Infektion) eine bedeutende Rolle. Dabei zeigen nicht nur nosokomiale 
Erreger einen erheblichen Resistenzzuwachs, sondern auch der ambulante Bereich 
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weist diese Tendenz deutlich auf10. Außerdem führt die Verwendung von Antibiotika 
in der Tiermedizin sowie vor allem der Tiermast und Landwirtschaft zu einem An-
stieg von resistenten Keimen. So gelangte auch durch den Einsatz von Avoparcin - 
einem weiteren Vertreter der Vancomycin-Gruppe - der gegen Vancomycin resisten-
te und vorerst nur bei Tieren auftretende Erreger Enterococcus faecium in die Nah-
rungsmittelkette und bahnte sich damit seinen Weg in den Humanbereich11.  
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Abbildung 3: Häufigkeit der Resistenzen gegen ausgewählte Antibiotika bei MRSA 
(Methicillin-resistente Staphylococcus aureus) aus Krankenhausinfek-
tionen in Deutschland. Eigene Darstellung nach den Daten des Nationa-
len Referenzzentrums für Staphylococcen12.  

Eine Verbreitung der Resistenzträger wird nicht zuletzt z.B. durch eine Zunah-

me des globalen Handels, des Tourismus und durch Epidemien in Kriegs- oder Kri-

sengebieten gefördert. Auf diesem Hintergrund besteht beständig die Gefahr, die 

noch letzten wirksamen Medikamente gegen alte oder aber gar neu auftretende Infek-

tionskrankheiten zu verlieren. Daher ist es unerläßlich, auf diesem Forschungsgebiet 

wieder neu zu investieren. So muß nicht nur ein Umdenken vor allem in den Berei-

chen der Humanmedizin und der Tierzucht erfolgen, sondern es müssen auch die 

Mechanismen der Resistenzbildung sowie diagnostische Nachweismethoden ein-

dringlicher erforscht werden. Letztendlich ist hierbei aber gerade die Tätigkeit auf 

dem Gebiet der Naturstoffchemie bzw. der Antibiotikaforschung von erheblicher 

Bedeutung im Wettlauf mit der Entwicklung von Resistenzen. 
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Strategien zum Auffinden neuer Naturstoffe 

Wenn auch Zufallsentdeckungen wie das Penicillin unwahrscheinlicher geworden 
sind, so kann jedoch das Ausarbeiten umfangreicher Strategien zum Auffinden neuer 
Wirkstoffe zu weiteren Erfolgen führen. Ausschlaggebend sind hierbei nicht zuletzt 
Auswahl und Umfang der eingesetzten Screeningverfahren oder anderer Suchkrite-
rien, wie z.B. die Auswahl des Untersuchungsmaterials (z.B. Micro- oder Makroor-
ganismen, Pilze oder Bakterien) und dessen Quelle (z.B. Tiefsee- oder Seichtwasser-
sedimente). Je nach Zielsetzung, ob die Suche nach einer bestimmten Wirkung eines 
neuen oder gar bekannten Naturstoffs oder die Beschreibung neuer Naturstoffstruktu-
ren mit bestimmter oder beliebiger Aktivität im Vordergrund stehen, lassen sich ver-
schiedene Vorgehensweisen erarbeiten. So z.B. bietet das konventionelle biologische 
Screening die Möglichkeit, allgemeine Eigenschaften wie Cytotoxizität oder antibio-
tische Wirkungen festzustellen, ohne jedoch näheren Aufschluß über die genauen 
Wirkmechanismen zu liefern. Da vor allem Forschungsprojekte in der Pharmaindust-
rie die gezielte Suche nach einem bestimmten Wirkungsmuster vorgeben, hat sich 
das sogenannte targetorientierte Screening entwickelt, welches in der Regel nicht 
nur ein bestimmtes Krankheitsbild betrachtet, sondern gleichzeitig auch ganz konkre-
te Zielstrukturen bei der Wirksamkeitsfindung vorgibt. Hierunter fallen beispielswei-
se verschiedene Rezeptor- und Enzymmodelle (z.B. Suche nach Inhibitoren der HIV-
Protease mittels ELISA). Einerseits ist hierbei die oftmals hohe Empfindlichkeit der-
artiger Testsysteme zu bedenken. Denn eine hohe Empfindlichkeit kann dazu führen, 
daß eine Minderkomponente detektiert wird, die unter Umständen hauptsächlich für 
die Gesamtwirkung eines Extraktes verantwortlich ist, wodurch Schwierigkeiten bei 
der Reindarstellung aufgrund von zu kleinen Substanzmengen entstehen könnten. 
Andererseits ist im Allgemeinen bei biologischen Testsystemen die Übertragbarkeit 
von in vitro Modellen auf in vivo Modelle nicht immer gegeben. Noch bis Anfang 
der 90iger Jahre erfolgte die Durchführung dieser aufwendigen Screeningmethode 
„per Hand“. Doch dank der Entwicklung des High Throughput Screenings (HTS) 
konnte die Wirkstoffindung automatisiert und damit äußerst effizient gestaltet wer-
den. So werden in kurzer Zeit roboterunterstützt große Substanzzahlen mit Hilfe ge-
eigneter Verfahren getestet. Jedoch gerade wegen dieses Geräteaufwands und den 
damit verbundenen Kosten ist das HTS für den universitären Laboralltag ohne Rele-
vanz. Sinnvoll scheint daher eine Kooperation mit der Pharmaindustrie, gerade wenn 
es darum geht, möglichst schnell mehrere Substanzen oder gegebenenfalls Substanz-
gemische auf spezifische Wirkungen zu untersuchen. 
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Im Gegensatz zu der Verwendung von den beschriebenen biologischen bzw. 
pharmakologischen Testsystemen, bietet ein chemisches oder physikalisches Scree-
ning vielfältige Möglichkeiten, die sich in Aufwand und Selektivität beliebig variie-
ren lassen. So kann die im chemischen Screening häufig eingesetzte, schnell durch-
führbare Dünnschichtchromatogramm-Kontrolle von Rohextrakten, Fraktionen oder 
Reinsubstanzen durch die Kombination mit entsprechenden Detektionsmethoden 
(UV-Absorption, Fluoreszenzlöschung, Sprühreagenzien etc.) umfangreich genutzt 
werden. Hierdurch können neben Aussagen über Strukturelemente vor allem bei Ex-
trakten und Fraktionen, Informationen über die Komplexität eines Substanzgemi-
sches und dessen Trenneigenschaften erhalten werden.  

Eine physikalisch-analytische Screening-Methode ist beispielsweise eine durch 
1H-NMR-Spektren kontrollierte Fraktionierung während der Aufarbeitung von Ex-
trakten und Fraktionen sowie deren Bewertung durch HPLC-UV oder HPLC-MS-
Analyse. Diese physikalischen Detektionsmöglichkeiten lassen bereits zu einem frü-
hen Zeitpunkt Aussagen über die Struktur einer Substanz zu und beschleunigen so 
deren Aufklärungsprozeß. Liegt die Substanz schließlich in reiner Form vor, so sollte 
möglichst zügig bestimmt werden können, ob es sich um einen neuen oder bereits 
bekannten Naturstoff handelt. Neben den Datenbanken „Dictionary of Natural Pro-
ducts“ (DNP) von Chapmann & Hall und den Chemical Abstracts (CA) sowie MA-
RINLIT13 bietet hier vor allem die Datenbank AntiBase®14,15 optimale Voraussetzun-
gen für eine schnelle Identifizierung von Sekundärmetaboliten aus Mikroorganismen. 
Anhand von spektroskopischen Informationen wie z.B. 13C-NMR-, 1H-NMR-Daten 
sowie der Masse der isolierten Verbindung ermöglicht eine Substrukturrecherche in 
Kombination mit Ausschlußkriterien in kurzer Zeit und mit hoher Wahrscheinlich-
keit die Entscheidung, ob ein bekannter oder möglicherweise neuer Naturstoff vor-
liegt. Handelt es sich um einen unbekannten Naturstoff, so erhält man zusätzlich 
durch entsprechende Substrukturvorschläge wertvolle Hinweise für die nachfolgende 
Strukturaufklärung anhand von 2D-NMR-Experimenten, deren Aufwand bei durch 
AntiBase® als bekannt identifizierten Verbindungen entfällt, so daß Zeit und Kosten 
eingespart werden können.  

Neben der Auswahl von geeigneten Screeningverfahren bieten aber auch bio-
technologische Maßnahmen oder gentechnische Beeinflussungen der Untersu-
chungsorganismen die Möglichkeit, neue Naturstoffe zu finden, indem also ein Or-
ganismus durch gezielte Einwirkung in die Lage gebracht wird, bestimmte Naturstof-
fe (entweder andere als bisher oder vorhandene in detektierbarer bzw. isolierbarer 
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Menge) zu produzieren. So kann sich das Metabolitenmuster eines Bakterienstam-
mes durch Variation der Kulturbedingungen stark ändern. Dieser Gedanke findet sich 
auch im OSMAC-Prinzip wieder (One strain, many compounds)16. Durch Änderung 
der Kultivierungsmethoden können gegebenenfalls sogenannte „schlafende Gene“ 
aktiviert, bzw. die Produktion eines bestimmten Sekundärmetaboliten gezielt geför-
dert werden. Für eine Reproduktion derartiger Ergebnisse ist dabei eine genaue Do-
kumentation der Kultivierungsbedingungen und deren strikte Einhaltung erforder-
lich. Dennoch wird häufig beobachtet, daß auch bei gleichbleibenden Bedingungen 
ein Mikroorganismus die Potenz zur Produktion einer bestimmten Substanz einbüßen 
kann.  

Um den Aufwand und die damit verbundenen Kosten möglichst gering zu halten, 
ist also eine optimale Kombination dieser vorgestellten Methoden nötig, welche von 
klarer Zieldefinition sowie angemessener zeitlicher Abfolge begleitet sein sollte. 
Ferner ist der Zielsetzung entsprechend, geeignetes Untersuchungsmaterial von mög-
lichst ergiebigen oder wenig erforschten Quellen auszuwählen. Als Quelle von anti-
biotisch wirksamen Substanzen sind im wesentlichen Mikroorganismen geeignet, 
während pflanzliche oder synthetische bzw. semisynthetische Produkte vorwiegend 
als Medikamente bei Herzerkrankungen (z.B. Digitalis), Analgetika (z.B. Acetylsali-
cylsäure) oder zur Beeinflussung des zentralen Nervensystems (z.B. Atropin) An-
wendung finden. Dabei liegt der Vorteil der Gewinnung von Naturstoffen aus Mik-
roorganismen vor allem in deren kurzen Generationszeiten. So können große Stoff-
mengen nach Optimierung der Kultivierungsbedingungen oder gentechnischer Mani-
pulation in sehr kurzer Zeit erhalten werden. Dagegen ist die Verwendung von Pflan-
zen mit einem erheblich größeren Aufwand verbunden, da Anbau und Pflege sowie 
die Wachstumszeiten wesentlich umfangreicher und kostenintensiver sind.  

Auswahl geeigneter Quellen zum Auffinden von neuen, aktiven Naturstoffen 

Man kennt derzeit über 8000 Antibiotika aus Pilzen und Actinomyceten und ca. 

3000 aus anderen Organismen wie Flechten, Algen, Pflanzen und höheren Tieren. 

Zählt man hierzu noch die semisynthetischen Produkte, so beläuft sich die Zahl auf 

mehr als 32.000 Verbindungen17, 14. Der Hauptteil der zur Zeit bekannten mikrobiel-

len Sekundärmetabolite stammt vorwiegend von terrestrischen Actinomyceten18. 

Diese Quelle wurde jedoch mittlerweile fast erschöpfend untersucht, wodurch es 
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notwendig wird, neue Ressourcen zu erschließen. Da das Meer rund siebzig Prozent 

der Erdoberfläche ausmacht, liegt der Gedanke nahe, marine Organismen bei der 

Suche nach neuen Wirkstoffen zu erforschen19. Marine Ressourcen liefern ein rei-

ches Ideenpool für neue Wirkstrukturen. Häufig werden ganz neuartige und unerwar-

tete Strukturtypen gefunden. Dieses Potential ist nicht zuletzt auf eine enorme Arten-

vielfalt zurückzuführen. Spezifisch marine Sekundärmetabolite werden vor allem 

ausgehend von den entsprechenden Anpassungsmechanismen an die besonderen 

ökologischen Lebensbedingungen im Meer erwartet. So gewann die marine Natur-

stoffchemie in der Vergangenheit vor allem durch die Isolierung von hochwirksamen 

Antitumor-Drogen, wie z.B. Bryostatin, Dolastatin, Eleutherobin usw., aber auch von 

Toxinen wie dem von Dinoflagellaten produzierten Brevetoxin A oder der Okada-

säure sowie der als Bakterienmetabolite erkannten Gifte Tetrodotoxin (3) und Saxi-

toxin (4) an Interesse20.  
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Die strukturelle Vielfalt von marinen Naturstoffen mit gleichfalls unterschiedli-
cher biologischer Aktivität spiegelt sich außerdem in den in Tabelle 1 ausgewählten 
Beispielen wieder21. Die dort aufgeführten Beispiele entstammen allesamt marinen 
Makroorganismen, die seit langem eine wichtige Quelle für neue Sekundärmetabolite 
sind.  
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Tabelle 1: Aus marinen Makroorganismen isolierte Wirkstoffe. 

Verbindung Substanzklasse Aktivität 

Manoalid 
(Schwamm) 

Terpene Antiphlogistisch 
(in der klinischen 
Phase) 

Halomon 
(Rotalge) 

Halogenierte 
Terpene 

Antitumorwirkung 
(sehr differentielle 
Wirkung) 

Halichondrin B 
(Schwamm) 

Polyether Antitumorwirkung 
(in der präklinischen 
Phase) 

Didemnine 
(Manteltier) 

Peptid Antitumorwirkung 
(in der klinischen 
Phase) 

Discodermolide 
(Schwamm) 

Lacton Stabilisiert Mikrotu-
buli 
(in der klinischen 
Phase) 

Palau´amine 
(Schwamm) 

Guanidine Immunsuppressiv, 
zytotoxisch 

Jedoch steht die Nutzung von marinen Makroorganismen als Quelle neuer 

Wirksubstanzen vor dem Problem der Nachbeschaffung ausreichend hoher Sub-

stanzmengen für weiterführende Untersuchungen oder gar der medizinischen Ver-

wendung22. Da jedoch das natürliche Habitat von Makroorganismen nicht unbegrenzt 

auszuschöpfen ist, ergeben sich neben einem relativ großen Sammelaufwand auch 

ökologische Probleme. Jedoch kann das Problem der Nachlieferung von Rohmaterial 

bzw. der gewünschten Verbindungen gegebenenfalls durch die Synthesechemie oder 

durch gentechnologische Maßnahmen gelöst werden. Letzteres geschieht durch einen 

entsprechenden Gentransfer vom Makroorganismus in einen leicht kultivierbaren 

Mikroorganismus. Eine Kultivierung von marinen Makroorganismen ist bisher nur 

teilweise und in einem nur äußerst beschränkten Umfange gelungen, welcher einen 

effizienten Wirkstoffzugang nicht ermöglicht21.  
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In diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, daß über eine mögliche Symbiose 
von Makroorganismus und Mikroorganismus diskutiert wird. Dies führt schließlich 
zu der Annahme, daß die von den Makroorganismen isolierten Sekundärmetabolite 
in Wirklichkeit von assoziierten Mikroorganismen gebildet werden. Dabei unter-
scheidet man zwischen einer endosymbiontischen und einer epibiotischen Form. Ei-
ne bakterielle Endosymbiose scheint bei der Bryostatinproduktion des Bryozoons 
Bugula neritina eine Rolle zu spielen23 (siehe Abbildung 4).  
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Marine Mikroorganismen 

Mittlerweile wurden im Zuge der Suche nach neuen pharmazeutisch anwendba-
ren Substanzen um 10.000 Verbindungen aus marinen Organismen isoliert24. Dabei 
stammten bis 1999 nur ca. 400 von marinen Mikroorganismen (siehe Abbildung 5).  

Marine Mikroorganismen werden nicht nur von Makroorganismen, sondern auch 
vor allem von Sedimenten, Seewasser oder von faulendem Holz isoliert25. Dabei sind 
das leichte Sammeln der Proben (Zugänglichkeit) sowie die vielfältigen Kultivie-
rungsmöglichkeiten (und damit die gezielte Einflußnahme auf die Produktion von 
Sekundärmetaboliten) von Vorteil. So hat sich mittlerweile die marine Mikrobiologie 
als ergiebiges und zukunftsträchtiges Forschungsfeld etabliert, was auch die folgen-
den Beispiele zeigen.  
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Abbildung 4: Zeitlicher Anstieg der Anzahl der publizierten, aus marinen Mikroorga-
nismen isolierten Naturstoffe14.  

Schon Rosenfeld und Zobell26 sowie Grein und Meyers27 stellten fest, daß marine 
Bakterien Produzenten antimikrobieller Substanzen sind. Einige Beispiele für biolo-
gisch aktive Sekundärmetabolite von marinen Bakterien sowie eines marinen Pilzes, 
zeigt die Abbildung 6. Das von Oberflächen-assoziierten Bakterien gebildete Octa-
lactin (6) zeichnet sich durch cytotoxische Wirkungen gegen verschiedene Krebszell-
linien aus28. Das Alkaloid Helquinolin (7) wurde aus Nordseebakterien isoliert und 
zeigte antibiotische Wirkungen gegen verschiedene Bakterien29. Die Verbindung 
Istamycin A (8) konnte aus Sedimentbakterien erhalten werden und weist antibioti-
sche Eigenschaften vor allem gegen Aminoglycosidantibiotika-resistente Keime 
auf28. Schließlich konnten auch für den Pilzmetaboliten Epicoccamid (9) antibioti-
sche Eigenschaften nachgewiesen werden30.  
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Abbildung 5: Beispiele für biologisch aktive Sekundärmetabolite aus marinen Mikro-
organismen: Octalactin A (6), Helquinoline (7), Istamycin A (8) und 
Epicoccamid (9). 

Als marine Bakterien werden solche bezeichnet, die aus marinen Quellen (z.B. 
Seewasser-Sedimente, Seewasser-Organismen) isoliert worden sind und die unter 
typisch marinen Bedingungen reproduktiv und metabolisch aktiv sind31. Diese sehr 
allgemeine Definitionsmöglichkeit berücksichtigt, daß ein Großteil der sogenannten 
marinen Bakterien oftmals terrestrischen Ursprungs sein könnte (beispielsweise 
durch Transport aus Flüssen ins Meer). So verwundert es auch nicht, daß derartige 
Bakterien eine große Bandbreite an Medien mit unterschiedlichen Salzkonzentratio-
nen tolerieren, bzw. die von obligat marinen Bakterien isolierten Sekundärmetabolite 
oftmals den terrestrischen Sekundärmetaboliten ähneln31. Jedoch konnten nach M. S. 
Rappe et al. bereits bei einer α3-Untergruppe (Roseobacter-Clade) der α-
Proteobacter-Unterklasse der Proteobakterien, phylogenetische Unterschiede zu sol-
chen von terrestrischem Ursprung gefunden werden32. Außerdem zählt die Gattung 
Pseudoalteromonas zu den „wirklich“ marinen Bakterien. Da aber gegenwärtig nur 
ein Bruchteil des natürlichen Habitats der marinen Bakterien erfaßt wurde, ist davon 
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auszugehen, daß mit Sicherheit eine Vielzahl der obligat marinen Bakterien bis jetzt 
noch unbekannt ist (siehe Abbildung 7).  

 

Abbildung 6: Taxonomische Verteilung der aus marinen Bakterien isolierten Natur-
stoffe23.  

Da sowohl die marine Flora als auch die marine Fauna bislang noch ungenügend 
untersucht worden sind, was wie oben geschildert vor allem auf den Bereich der ma-
rinen Mikroorganismen zutrifft, tut sich hier ein vielversprechendes Forschungsfeld 
auf. 

1.2. Aufgabenstellung 

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in dem Auffinden neuer Sekundärmetabolite 
aus Bakterien und deren Strukturaufklärung. In Anlehnung an die zuvor geschilder-
ten Strategien bei der Suche nach neuen, aktiven Naturstoffen stand damit die Aus-
wahl eines geeigneten Bakterienstammes an erster Stelle. Hierzu wurden zunächst 
aus der Sammlung von marinen und terrestrischen Streptomyceten der Abteilung 
Laatsch neben der Farbigkeit der Bakterienkolonien oder des Substrates auch mor-
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phologische Besonderheiten betrachtet. Entscheidend jedoch für eine engere Aus-
wahl waren aber vor allem Auffälligkeiten sowohl im chemischen als auch biologi-
schen Screening von vorliegenden Rohextrakten der Bakterienkulturen. Die immer 
noch ergiebige Quelle terrestrischer und mariner Streptomyceten sollte außerdem um 
weniger intensiv erforschte Bakterien der Gattung Sphingomonas und des Cytopha-
ga/ Flexibakterium-Clusters aus der Nordsee ergänzt werden. Hierbei war jedoch 
nicht nur die Isolierung neuer Naturstoffe vorrangig, sondern da es sich um typisch 
marine Bakterienstämme handelt, sollten zudem mit den Möglichkeiten eines chemi-
schen Labors auch Kultivierungsbedingungen optimiert werden. So sind nach den 
Angaben von Fenical und Jensen18 bislang weniger als 5 % der mikroskopisch erfaß-
ten Mikroorganismen unter sogenannten Standardbedingungen kultivierbar, was 
gleichzeitig die Nutzung dieser großen Naturstoffressource beschränkt. Die Entwick-
lung neuer Kulturmedien mit spezifischen Nährstoffen und Wachstumsfaktoren ist 
daher unumgänglich. Außerdem läßt die Biosynthesechemie noch viele Fragen offen. 
So z.B. scheinen sich einerseits die Biosynthesewege zwischen marinen und terrest-
rischen Bakterien zu ähneln, bzw. von den Bedingungen des jeweiligen Habitats ab-
hängig zu sein (z.B. sind nicht nur marine Bakterien in der Lage, Bromverbindungen 
zu produzieren, sondern auch terrestrische, wenn ihnen Brom zur Verfügung gestellt 
wird). Auf der anderen Seite existieren vermutlich Biosynthesewege, die ausschließ-
lich bzw. typischerweise sog. rein marinen Mikroorganismen zuzuordnen sind (z.B. 
könnten hierzu die Pseudoalterobactine A und B zählen, die von als typisch marin 
geltenen Pseudoalteromonas-Bakterien produziert werden)33. 

 Daher war bei der Untersuchung der Nordseebakterien im Rahmen dieser Arbeit 
auch die Erfassung von bereits bekannten Naturstoffen für die Aufklärung des Pri-
mär- und Sekundärmetabolismus von Bedeutung, entsprechend des Themas des 
Nordseeprojektes: „Sekundärmetabolite mariner Mikroorganismen aus der Nordsee 
in Abhängigkeit von ihrer Stellung im Phylogenetischen System.“ 

 In diesem Zusammenhang waren ferner die Vergleiche zwischen dem Metaboli-
tenmuster von terrestrischen mit marinen Streptomyceten bzw. den Bakterien aus der 
Nordsee interessant. 

1.3. Screening nach Sekundärmetaboliten in Bakterienextrakten 

Der Aufgabenstellung dieser Arbeit entsprechend, wurde eine Auswahl und 
Kombination von verschiedenen Screeningmethoden getroffen, die nachfolgend im 
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Detail besprochen werden. Dabei wurden Verfahren des biologischen, pharmakolo-
gischen und chemischen Screenings angewendet und die jeweiligen Screeningergeb-
nisse differenziert bewertet. Einzelheiten zur Durchführung und zu den Bewertungs-
kriterien finden sich in den entsprechenden Kapiteln „Biologisches-, Pharmakologi-
sches- und Chemisches Screening“.  

Hierbei wurde den Resultaten des chemischen Screenings oftmals die höhere Pri-
orität eingeräumt, da so weitgehend ausgeschlossen werden konnte, daß chemisch 
interessante Verbindungen oder solche, die in anderen, zum Zeitpunkt des Primärsc-
reenings noch nicht verwendeten Testsystemen möglicherweise aktiv wären, negativ 
selektiert wurden. Außerdem ließ das chemische Screening – wenn auch nur im 
begrenzeten Umfang – im Gegensatz zu dem biologischen Screening eine Voraus-
schau auf die Art von Substanzklassen zu. 

Dennoch gilt es im Einzelfall individuell zu entscheiden, so daß nicht ein zwar 
chemisch weniger interressanter, aber biologisch oder pharmakologisch dafür sehr 
auffälliger Bakterienstamm ununtersucht blieb. 

Um detailliertere Strukturaussagen zu erhalten, wurden Sprühreagenzien einge-
setzt, die aufgrund von spezifischen Farbreaktionen nur ganz bestimmte Struktur-
elemente nachweisen (z.B. weist Ehrlichs Reagenz durch rosa oder violette Farbreak-
tionen Indole nach). Für allgemeine Informationen über ein Substanzgemisch wurden 
universelle Sprühreagenzien (z.B. Anisaldehyd/Schwefelsäure) eingesetzt und UV-
Absorption bzw. Fluoreszenz-löschende Eigenschaften der einzelnen Substanzen 
bzw. der einzelnen „spots“ auf dem Dünnschichtchromatogramm bewertet. Die 
Kombination dieser Informationen lieferte nicht nur Hinweise auf vorliegende Sub-
stanzklassen, sondern gab gleichzeitig Aufschluß über die Polaritätsverhältnisse der 
verschiedenen Komponenten der untersuchten Rohextrakte oder Fraktionen und 
diente damit gleichzeitig als Vorbereitung für den weiteren Aufarbeitungsprozeß, 
indem geeignete Fließmittelsysteme erstellt werden konnten. Außerdem ermöglichte 
die DC-Kontrolle innerhalb des Trennprozesses das schnelle Wiederauffinden einer 
gesuchten Substanz aus verschiedenen Fraktionen und gab in gewissen Grenzen 
Auskunft über die Reinheit der Substanz. Sämtlich verwendete Sprühreagenzien so-
wie die verwendete Fließmittelsysteme werden im Kapitel „Chemisches Screening“ 
ausführlich beschrieben.  
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Bei der Auswahl der biologischen Screeningmöglichkeiten lag der Focus auf der 
Untersuchung von antibiotischen, herbiziden und cytotoxischen Eigenschaften der 
Bakterienrohextrakte mit Hilfe von ausgewählten Testorganismen. Auch hierbei war 
- wie bereits erwähnt - zu beachten, daß bei einem rein biologisch dominierten Scree-
ning durch die Festlegung auf die oben geschilderte Auswahl an bioaktiven Eigen-
schaften, eine Vielzahl an möglichen Aktivitäten (wie z.B. antivirale, antiphlogisti-
sche, immunsuppressive Eigenschaften) unberücksichtigt blieben, wodurch eine 
Vielzahl an interessanten Verbindungen nicht selektiert werden würden, so daß das 
biologische Screening von zweiter Priorität war. Gleichermaßen wurde auch bei der 
Weiterbearbeitung der Extrakte verfahren, die vorzugsweise chemisch kontrolliert, 
jedoch mit ergänzender biologischer Fraktionierung erfolgten. Von den erhaltenen 
Reinsubstanzen wurden schließlich in pharmakologischen Testsystemen detaillierte 
Aktivitätsprofile erstellt. sowie cytotoxische Wirkungen in Krebszellinientests unter-
sucht. Wichtig war also eine balancierte Nutzung von verschiedenen Screening-
möglichkeiten in einer zeitlich sinnvollen Reihenfolge.  

Primärscreening 

Das Primärscreening umfaßte im Vorfeld die Organisation der Stammhaltung der 
Bakterien, deren Kultivierung sowie anschließend der Rohextraktbereitung aus den 
Kulturen. Für die Stammhaltung wurden die von den verschiedenen Kooperations-
partnern in Reinkulturen gelieferten Bakterienstämme auf Agarplatten mit entspre-
chendem Medium subkultiviert. Die erhaltenen Kulturen wurden schließlich fotogra-
fiert und morphologisch beschrieben, um auch noch nach einem längeren Zeitraum 
als Identifikationshilfe zu dienen. Die sporenbildenden Bakterien wurden zusätzlich 
als Erdkulturen gelagert und zusätzlich wie die Nordseebakterien als tiefgefrorene 
Glycerineinlagerungen in flüssigem Stickstoff archiviert. Von den angefertigten 
Subkulturen wurden Schüttelkulturen im 1 l-Maßstab hergestellt und für einen Zeit-
raum von drei Tagen fermentiert. Die Kulturbrühen wurden im Anschluß gefrierge-
trocknet und das auf diese Weise erhaltene Lyophilisat unter Ultraschall mit Ethyl-
acetat extrahiert. Dabei vermeidet das Lyophilisieren der Kulturlösungen eine Emul-
sionsbildung bei der anschließenden Extraktion mit Ethylacetat, die bei Verwendung 
kleiner Kulturvolumina stark stören würde. Zu beachten war jedoch, daß bei diesem 
Verfahren sehr polare Bestandteile, so auch Medienkomponenten wie z.B. Zucker,  
extrahiert werden konnten, so daß in jedem Fall parallel entsprechende Blindproben 
angefertigt werden mußten. In der Regel werden die stark polaren Substanzen jedoch 
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bei der späteren Bearbeitung des Bakterienstammes in größerem Maßstab nicht mehr 
beobachtet, da wegen des größeren Kulturvolumens die Kulturbrühe direkt extrahiert 
wird. Die in unserer Abteilung etablierten und verwendeten Screeningverfahren wer-
den nachfolgend im Detail besprochen. 

Sekundärscreening 

Die Auswahl eines Stammes basierte auf den Ergebnissen des Primärscreenings. 
Dagegen erfolgte das Sekundärscreening während der Aufarbeitung der aus Großkul-
turen (20 - 50 l-Maßstäbe in Schüttelkultur oder im Fermenter) erhaltenen Bakterien-
rohextrakte vorzugsweise unter chemisch kontrollierter, jedoch mit ergänzender bio-
logischer Fraktionierung. Oft wurde dabei beobachtet, daß ein ursprünglich aktiver 
Rohextrakt während des Trennprozesses an Wirkung in den biologischen Tests ver-
lor. Über die Ursache können in der Regel nur Spekulationen angestellt werden. War 
beispielsweise ein Rohextrakt des Primärscreenings aktiv und der aus dem Großan-
satz hervorgehende Extrakt inaktiv, konnten veränderte Kultivierungsbedingungen 
oder auch ein Plasmidverlust der Bakterien, Mutationen im Bakteriengenom oder 
Kontaminationen der Kulturen mit Fremdkeimen für den Verlust der Potenz des Bak-
terienstammes zur Produktion aktiver Substanzkomponenten ausschlaggebend sein. 
Aber auch Zersetzungserscheinungen der aktiven Verbindungen beim Aufarbei-
tungsprozeß der Extrakte könnten ursächlich sein. Ferner konnte ein Aktivitätsverlust 
hierbei auch durch das Aufheben von synergistisch wirkenden Effekten verschiede-
ner Verbindungen, die nun in einzelnen Fraktionen getrennt voneinander vorlagen, 
zurückzuführen sein.  

Biologisches Screening 

Mit Hilfe des biologischen Screenings wurden die Rohextrakte der Bakterien auf 
antibiotische, herbizide sowie cytotoxische Eigenschaften geprüft. Dies sollte exem-
plarisch an ausgewählten Mikroorganismen, Algen und schließlich dem Salinenkrebs 
Artemia salina realisiert werden. Zu der Gruppe der Mikroorganismen gehörten die 
grampositiven Bakterien Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus und Streptomyces 
viridochromogenes (Tü 57, besitzt hohe Empfindlichkeit durch eine dünne Zell-
membran) sowie der gramnegative Bakterienstamm Escherichia coli und schließlich 
der Hefepilz Candida albicans sowie der Pilz Mucor miehei (Tü 284). Zu den ver-
wendeten Algen gehörten die Mikroalgen Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana 
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und Scenedesmus subspicatus. Für die Untersuchung der Mikroorganismen und Al-
gen wurde der Agardiffusionstest als Testmethode gewählt. Dazu benutzte man A-
garplatten, die einen Testorganismus gleichmäßig suspendiert enthielten. Die Rohex-
traktlösungen wurden in Filterpapierscheibchen (Durchmesser: 9 mm, 50 μl Auf-
tragsvolumen) aufgesogen und zur Diffusion auf den Agar gelegt (Scheibchentest). 
Hierbei wurden die Rohextrakte in einem Gemisch aus Chloroform und Methanol zu 
100 mg/ml gelöst. Nach Bebrütung der Platten ließ sich bei Vorliegen eines wirksa-
men Extraktes ein Hemmhof um die aufgetragene Testlösung feststellen. Der 
Durchmesser dieser Hemmzone diente der Beurteilung der antibiotischen bzw. her-
biziden Aktivität des Rohextraktes. So wurde ein Hemmhofdurchmesser von 

 11-20 mm als schwach wirksam,  

 21-30 mm als wirksam und  

 > 30 mm als stark wirksam bewertet. 

Für den Cytotoxizitätstest mit Artemia salina wurden jeweils 20 μg des zu testen-
den Rohextraktes in 5 bis 10 μl Dimethylsulfoxid gelöst und zu 0.2 ml einer Nährlö-
sung mit etwa dreißig Larven von Artemia salina gegeben. Nach 24 h wurde die 
Mortalitätsrate ermittelt. Dabei wurde eine Mortalitätsrate von 

> 95 % als stark wirksam 

60-95 % als wirksam 

10-59 % als schwach wirksam  

< 10 % als unwirksam bewertet. 

Ferner wurde durch O. Kayser aus Berlin36 Aktivitäten gegen den Malariaerreger 
Plasmodium falciparum und den Erreger der viszeralen Leishmaniose (Kala-Azar), 
Leishmania donovani, geprüft. 

Pharmakologisches Screening 

Das biologische Screening wurde durch pharmakologische Testsysteme ergänzt, 
bei denen spezifische Wirkungen der Testsubstanzen anhand von Zell- oder Rezep-
tormodellen überprüft wurden. Das pharmakologische Screening erfolgte in Koope-
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ration mit pharmazeutischen Unternehmen und pharmakologischen Instituten. So 
teste die Firma Boehringer Mannheim im HTS-Verfahren erhaltene Rohextrakte in 
diversen Enzymassays, bei denen u.a. Inhibitoren der HIV-Protease oder der indukti-
ven NO-Synthase (iNOS) gesucht wurden. Durch die Firma Onkotest34 und Prof. Dr. 
med. W. Beil aus Hannover35 wurden die cytotoxische Wirkung der Extrakte gegen 
verschiedene Krebszellinien untersucht.  

Das pharmakologische Screening war dabei vor allem den Reinsubstanzen vor-
behalten, da die verwendeten Testverfahren eine hohe Empfindlichkeit aufwiesen. 
Eine Testung von komplexen Substanzgemischen birgt damit die Gefahr, daß gege-
benenfalls auch Minderkomponenten für eine beobachtete Wirkung verantwortlich 
waren, welche schließlich jedoch aufgrund unzureichender Substanzmengen nicht 
isoliert werden könnten. In diesem Zusammenhang war auch der finanzielle Auf-
wand zu berücksichtigen, der mit den pharmakologischen Testsystemen verbunden 
war. So sollten im Idealfall Reinsubstanzen eingesetzt werden, deren Struktur aufge-
klärt war, um bei bekannten Verbindungen sicherstellen zu können, daß die betref-
fenden Substanzen auf die zu untersuchenden pharmakologischen Eigenschaften 
nicht bereits getestet worden sind.  

Nur in besonderen Fällen wurden auch Rohextrakte oder Fraktionen in den phar-
makologischen Tests untersucht, z.B. wenn es darum ging, gezielt nach Verbindun-
gen zu suchen, die in diesen Testsystemen aktiv sind, oder um die biologische und 
pharmakologische Potenz eines Bakterienstammes möglichst umfassend zu beschrei-
ben. Letzteres traf beispielsweise auf die Untersuchung der Nordseebakterien zu. 

In der vorliegenden Arbeit wird bis auf Ausnahmen nur auf positive Testergeb-
nisse verwiesen 

Chemisches Screening 

Das chemische Screening wurde im Wesentlichen von der Analyse der Rohex-
trakte mit Hilfe der schnell und einfach durchführbaren sowie preiswerten Dünn-
schichtchromatographie bestimmt. Hierzu wurden die DC-Platten in einem Fließmit-
telsystem aus Chloroform und Methanol entwickelt. Um einen möglichst breiten Po-
laritätsbereich zu erfassen, wurden Konzentrationen von 5 % und 10 % Methanol 
verwendet. Gegebenenfalls wurde Methanol auch durch Isopropanol ersetzt, um bes-
sere Trennungen im mittleren Polaritätsbereich zu erzielen. Alternativ wurden auch 
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Mischungen aus Cyclohexan und Ethylacetat eingesetzt, was bei einigen Fraktionen 
zur besseren Trennleistung führte. Anschließend wurden die Chromatogramme bei 
Tageslicht und unter UV-Licht (254 nm) bewertet und durch Fotografien dokumen-
tiert. Hiernach wurden die Chromatogramme mit unterschiedlich selektiven Sprühre-
agenzien behandelt und abermals fotografiert: 

Anisaldehyd/Schwefelsäure ist ein universelles Sprühreagenz für Naturstoffe, 
welches Farbdifferenzierungen zuläßt und damit auf bestimmte Substanzklassen 
hinweisen kann. So werden z.B. Makrolide, Phenole, Sapogenine und höhere Alko-
hole grau, Glycoside braun und Steroide meist violett angefärbt. 

Ehrlichs Reagenz weist Indole durch rosa/violette Farbreaktion nach. Harnstoffe, 
Pyrrole und Furane werden braun, N-Heterocyclen grau. 

INPTC (2-[p-Iodophenyl]-3-[p-nitrophenyl]-5-phenyl-2H-tetrazoliumbromid) ist 
ein sehr selektives Sprühreagenz, mit dem Carbonyl- und Thiocarbonylverbindungen 
nachgewiesen werden können (gelbe bis orange Flecken auf dem Dünnschichtchro-
matogramm). 

Palladiumchlorid-Sprühreagenz weist organisch gebundenen Schwefel durch 
gelbe Farbreaktion nach.  

Eisen(III)-chlorid-Sprühreagenz: frisch hergestellte 2 %ige wässrige Lösung von 
Eisen(III)-chlorid. Hydroxamsäuren und deren Derivate werden durch Komplexbil-
dung mit Eisen(III)-Ionen rot gefärbt, Phenole zeigen eine grünblaue oder violette 
Farbreaktion, Brenzcatechine geben eine grüne Farbreaktion. 

Fluorescein-Natrium-Sprühreagenz (mit Wasserstoffperoxid) weist organisch ge-
bundenes Halogen nach, indem die Halogenatome oxidativ aus der entsprechenden 
Verbindung gespalten werden. Das resultierende Halogenmolekül reagiert im An-
schluß mit Fluorescein zu dem rosa Farbstoff Eosin. 

Mit konzentrierter Schwefelsäure wurden v.a. gelbe Verbindungen betüpfelt, um 
durch Schwarzfärbung Polyene und durch Grün- oder Blaufärbung Carotinoide zu 
erkennen. Gelbe oder rötliche Verbindungen wurden zusätzlich mit Natronlauge 
betüpfelt, um bei roter oder violetter Farbänderung auf das Vorliegen von peri-
Hydroxychinonen schließen zu können. 
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Wie das Beispiel der Bioautographie zeigt, lassen sich biologische und chemo-
analytische Screeningmethoden im gewissen Umfang auch in einem Schritt kombi-
nieren. Hierbei wird das Dünnschichtchromatogramm eines Rohextraktes oder einer 
Fraktion auf eine mit Testorganismen beimpfte Agarplatte gebracht. Zuvor ließ man 
das Fließmittel von dem Dünnschichtchromatogramm vollständig verdunsten und 
schnitt die Folie anschließend so an, daß die Substanzen in den Agar diffundieren 
konnten und Hemmhöfe ggf. sichtbar wurden. Die auf diese Weise präparierte Kultur 
ließ man 24 h bei 37 °C wachsen. In entsprechender Spotlage war dann bei bestehen-
der Aktivität ein Hemmhof zu beobachten. Diese Methode ermöglicht eine frühe 
Erkennung der Korrelation von Substanz und Wirkung und wurde hier im Einzelfall 
genutzt.  

Außerdem wurden die Rohextrakte unter Verwendung eines Diodenarray-
Detektors (DAD) durch HPLC analysiert. Die erhaltenen Chromatogramme und 
UV/VIS-Spektren wurden anschließend mit denen von Reinverbindungen in einer 
internen Datenbank verglichen. Hierdurch können oftmals sehr wertvolle Informati-
onen über die Struktur des Chromophors einer Verbindung erhalten werden, die für 
die spätere Strukturaufklärung hilfreich sind oder die Beurteilung erleichtern, ob die 
Weiterbearbeitung des Extraktes lohnenswert ist bzw. unter welchen Trennbedin-
gungen diese erfolgen könnte.  

Untersuchung ausgewählter Bakterien-Stämme 

Die Auswahl der Bakterienstämme richtete sich neben der Auswertung des Pri-
märscreening-Ergebnisses auch nach der Quelle der Bakterien. So wurden Bakterien 
aus der abteilungsinternen Sammlung terrestrischer und mariner Streptomyceten un-
tersucht. Zusätzlich standen Bakterien aus der Nordsee zur Verfügung. Die Rohex-
trakte wurden schließlich grob durch Vakuum-Säulenchromatographie (Vakuum-
Liquid-Chromatographie = VLC) oder Mitteldrucksäulenchromatographie an Kiesel-
gel mit unterschiedlichen Gradientensystemen vorgetrennt und mit Hilfe von präpa-
rativer Dickschichtchromatographie (PDC), Säulenchromatographie an Sephadex 
LH-20 und durch HPLC gereinigt. Die Vakuum-Säulenchromatographie wurde außer 
zur Vortrennung von Rohextrakten auch zur Aufarbeitung von komplexen Rohex-
traktfraktionen eingesetzt und hat sich hierbei als besonders zeitsparende und effek-
tive Methode erwiesen. Da sich der Aufarbeitungsprozeß nach den jeweiligen Eigen-
schaften der Rohextrakte (wie Polarität der Substanzkomponenten, Komplexität der 
Zusammensetzung der Rohextrakte) richtete, konnte kein einheitliches Isolierschema 
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vorgeben werden: letzteres basierte immer auf den vorliegenden Bedingungen. Von 
den erhaltenen Reinsubstanzen wurden zunächst Massenspektren, 1H-NMR- und 13C-
NMR-Spektren aufgenommen und die hierdurch erhaltenen Informationen über vor-
liegende Substrukturen der entsprechenden Verbindung mit Hilfe von AntiBase® 
analysiert. Zu diesem Zeitpunkt konnte oftmals schon abgeschätzt werden, ob ein 
neuer oder bekannter Naturstoff vorlag bzw. welcher Naturstoffgruppe die Verbin-
dung zuzuordnen war. Konnte nach der Datenbankrecherche kein passender Eintrag 
für die isolierte Verbindung gefunden werden, oder war im Falle einer vermutlich 
bekannten Verbindung kein NMR-Datenvergleich möglich, wurden zur weiteren 
Strukturaufklärung bzw. eindeutigen Identifizierung der Struktur H,H-COSY-
Spektren sowie HSQC- und HMBC-Spektren gemessen und ausgewertet. War hier-
nach schließlich die Struktur der Verbindung bekannt, wurde durch erneute Suche in 
den Datenbanken AntiBase®, Chemical Abstracts, Beilstein und „Dictionary of Natu-
ral Products“ (DNP) geklärt, ob es sich um einen neuen Naturstoff, bzw. noch nicht 
veröffentlichten Verbindung handelte. Abschließend wurden durch biologische und 
pharmakologische Untersuchungen, detaillierte Aktivitätsprofile der neuen Natur-
stoffe erstellt. Dabei wurde auf die Testsysteme zurückgegriffen, die in den Kapiteln 
„Biologisches Screening“ und „Pharmakologisches Screening“ beschrieben worden 
sind. 

Terrestrische Streptomyceten 

Stamm GW13/580 

Der terrestrische Streptomycet GW13/580 fiel im biologischen Screening durch 
eine jeweils mittlere Aktivität des Stammextraktes gegen die Testkeime Escherichia 
coli, Bacillus subtilis, Streptomyces viridochromogenes (Tü 57) und Candida albi-
cans auf. Gegen Artemia salina wurde eine Mortalitätsrate von 25 % festgestellt. Im 
chemischen Screening waren bei Tageslicht zwei intensiv gelbe polare Zonen auffäl-
lig, die sich mit konzentrierter Schwefelsäure schwarz verfärbten.  

Der Stamm wurde zur näheren Untersuchung als 15 l-Schüttelkultur fermentiert. 

Die Kulturbrühe sowie die Zellmasse wurden jeweils mit Ethylacetat extrahiert. Der 

Rohextrakt dieser 15 l-Schüttelkultur wurde durch Mitteldrucksäulenchroma-

tographie an Kieselgel und Säulenchromatographie an Sephadex in mehrere Fraktio-

nen getrennt, wobei allein die nach biologischer Kontrolle gegen Escherichia coli, 
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Bacillus subtilis, Streptomyces viridochromogenes (Tü 57) und Candida albicans 

aktiven Fraktionen weiter untersucht worden sind. Die Hemmtestergebnisse der aus-

gewählten Hauptfraktionen sind in Tabelle 18 (Experimenteller Teil) aufgeführt.  
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Abbildung 7: Aufarbeitungsschema für die 15 l-Schüttelkultur von Streptomyces sp. 
GW13/580. SC = Säulenchromatographie; PDC = Präparative Dickschichtchroma-
tographie.  
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Acetamid  

Die Fraktion 3 lieferte nach Säulenchromatographie an Sephadex einen farblosen 
Feststoff, welcher bei Entfernen des Lösungsmittels unter Vakuum als kristallines 
Sublimat anfiel. Die Masse der Verbindung betrug nach dem EI-Massenspektrum 
m/z = 59.0. Unter Berücksichtigung der beschriebenen Eigenschaften war dies ein 
Hinweis auf die Verbindung Acetamid. Die Dünnschichtchromatogramme des erhal-
tenen Sublimats und von authentischem Acetamid zeigten übereinstimmende Rf-
Werte. Damit sowie durch das 1H-NMR-Spektrum konnte die Verbindung leicht als 
Acetamid identifiziert werden. Ob das isolierte Acetamid tatsächlich ein Stoffwech-
selprodukt des Stammes GW13/580 war, bleibt zu diskutieren. Möglicherweise 
könnte es auch ein Abbauprodukt der ebenfalls aus Stamm GW13/580 isolierten 
Cervinomycine sein. In der Literatur wurden jedoch hierzu bislang keine Veröffentli-
chungen gefunden. Da Acetamid industriell als Lösungsmittelzusatz oder Weichma-
cherstabilisator verwendet wird, war hiernach ebenfalls nicht auszuschließen, daß das 
isolierte Acetamid ein Artefakt war.  

 
Abbildung 8: EI-MS (70 eV) von Acetamid. 
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23-Desoxycervinomycin A1 

Aus Fraktion 5 erhielt man nach Säulenchromatographie an Sephadex eine in 
sämtlichen Lösungsmitteln schwerlösliche gelbe Verbindung, die sich mit konzent-
rierter Schwefelsäure schwach rötlich verfärbte. Das EI-Massenspektrum zeigte ei-
nen Molekülpeak bei m/z = 513, der durch ein CI-Massenspektrum bestätigt wurde. 
Durch EI-Hochauflösung konnte die Summenformel zu C29H23NO8 bestimmt wer-
den. Demnach mußte die Verbindung aufgrund der ungeraden Massenzahl eine unge-
rade Anzahl an Stickstoffatomen enthalten. Im 1H-NMR-Spektrum waren zwei Sin-
guletts mit den Intensitäten von jeweils 1H bei δ = 14.74 und 10.07 auffällig, von 
denen das erste wegen der charakteristischen Tieffeldverschiebung eindeutig einer 
chelierten Hydroxygruppe zuzuordnen war. Da die Substanz mit Natronlauge keine 
Farbreaktion zeigte, wurde ein peri-Hydroxychinon ausgeschlossen. Das Singulett 
bei δ = 10.07 konnte einer phenolischen Hydroxygruppe oder einem Aldehyd-Proton 
entsprechen; da kein D2O-Austausch durchgeführt wurde, war allerdings eine andere 
Ursache nicht auszuschließen. Bei δ = 8.37 und 7.81 lagen zwei 1H-Dubletts mit 
leichtem Dacheffekt und einer identischen Kopplungskonstanten von 9 Hz, was auf 
ortho-ständige Protonen schließen ließ. Außerdem zeigte der aromatisch-olefinische 
Bereich drei weitere Singuletts der Intensität von je 1H bei δ = 7.59, 7.40 und 7.17, 
was nur durch mehrere unabhängige Aromaten oder ein ausgedehntes aromatisches 
System zu erklären war. Im aliphatischen Bereich lag bei δ = 4.23 ein Multiplett der 
Intensität von 2H, das nach dem HSQC-Spektrum einer Methylengruppe entsprach.  

  

Abbildung 9: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von 23-Desoxycervinomycin A1 (13) in 
[D6]DMSO bei 50 °C. 

15.2 14.8 14.3  
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Diesem folgten zwei Singuletts der Intensität von jeweils 3H, deren chemische 
Verschiebung (δ = 3.99 und 3.91) charakteristisch für die Protonen aromatisch ge-
bundener Methoxygruppen war. Ferner wurden zwei Multipletts bei δ = 3.95 und 
3.74 sowie zwei Dubletts δ = 3.37 und 3.27 mit einer Intensität von je 1H festgestellt. 
Die beiden letztgenannten Signale waren dabei zum größten Teil durch ein breites 
Wassersignal überlagert. Den Abschluß bildete ein Singulett der Intensität von 3H 
bei δ = 1.35 für eine Methylgruppe. Eine Substruktursuche in AntiBase® unter Be-
rücksichtigung der Molmasse, der Anzahl an Methyl- und Methoxygruppen sowie 
der ortho–ständigen Protonen führte zu 77 Einträgen, von denen aber nur sieben das 
Auftreten von drei aromatischen Singuletts erklären konnten und dabei eine ungerade 
Stickstoffanzahl aufwiesen. Hierunter war die Gruppe der Cervinomycine vertreten. 
Da jedoch keine der Verbindungen exakt auf die gemessenen Daten paßte, war die 
Verbindung 23-Desoxycervinomycin A1 sehr wahrscheinlich neu. 

Das 13C-NMR-Spektrum (DMSO) wies bei δ = 175.3 ein Signal auf, welches ei-
nem Carbonylkohlenstoffatom in einer Carbonsäure, einem Carbonsäureester oder 
einem Aldehyd entsprechen könnte. Die sieben Signale bei δ = 164.8-140.8 schienen 
aromatische Kohlenstoffatome mit Sauerstoffverknüpfung anzuzeigen. Außerdem 
lagen im Bereich sp2-hybridisierter C-Atome 14 Signale, wobei dasjenige bei δ = 
100.0 auch einem acetalischen Kohlenstoffatom zugeordnet werden konnte. Hierzu 
fehlte jedoch ein entsprechendes Signal im 1H-NMR-Spektrum, so daß man eventuell 
von einem Ketal ausgehen konnte. Entsprechende Überlegungen galten für das Sig-
nal bei δ = 92.0. Im Bereich der Aliphaten verblieben noch fünf Signale. Dabei wa-
ren die Signale bei δ = 56.2 und 55.8 sehr wahrscheinlich C-Atomen von Metho-
xygruppen zuzuordnen, was den 3H-Singuletts bei δ = 3.99 und 3.91 im 1H-NMR-
Spektrum entsprach. Das Signal bei δ = 22.1 mußte der bereits vermuteten Methyl-
gruppe zuzuordnen sein. 
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 Abbildung 10: 13C-NMR-Spektrum (500 MHz) von 23-Desoxycervinomycin A1 (13) 
in [D6]DMSO bei 50 °C. 

Im HSQC-Spektrum war eine Kopplung des Protons bei δ = 10.07 auf das C-
Atom bei δ = 115.9 auffällig, wobei es sich demnach um ein ungewöhnlich stark 
tieffeldverschobenes aromatisches Proton handeln mußte. Damit konnten die nach 
dem 1H-NMR-Spektrum vermutete phenolische Hydroxygruppe oder ein Aldehyd 
ausgeschlossen werden. Im HMBC-Spektrum koppelte dieses Proton auf die quart-
ären C-Atome bei δ = 117.9, 125.5, 141.1 und 175.3. Das Proton bei δ = 7.81 zeigte 
im HMBC-Spektrum Kopplungen auf die quartären C-Atome bei δ = 117.9, 136.33 
und 125.5. Im H,H-COSY-Spektrum konnte eine Korrelation zu dem Proton bei δ = 
8.37 beobachtet werden, was das Vorliegen von ortho-ständigen Protonen und damit 
die entsprechende Vermutung nach Bewertung des 1H-NMR-Spektrums stützte. Da-
bei zeigte das Proton bei δ = 8.37 im HMBC-Spektrum Korrelationen zu den quart-
ären C-Atomen bei δ = 136.3, 125.9 und 140.8 sowie eine schwache Kopplung auf 
das C-Atom bei 117.9. Ferner konnten im HMBC-Spektrum Kopplungen von dem 
Proton bei δ = 7.40 auf die Kohlenstoffatome bei δ = 136.3, 117.9, 107.2 und 40.1 
festgestellt werden. Auf das C-Atom bei δ = 107.2 koppelten außerdem das Proton 
bei δ = 3.37 und das Proton der chelierten Hydroxygruppe bei δ = 14.74. Letzteres 
koppelte zu den C-Atomen bei δ = 161.0 und 117.9. Damit mußte die Hydroxygrup-
pe an das C-Atom bei δ = 161.0 gebunden sein. Aus den geschilderten Korrelationen 
ließ sich das in Abbildung 13 vorliegende Strukturfragment Ι mit Phenanthren-
Grundgerüst ableiten. 
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Abbildung 11: HMBC-Spektrum (500 MHz) von 23-Desoxycervinomycin A1 (13) in 
DMSO. 
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Abbildung 12: Die wichtigsten HMBC-Kopplungen des Strukturfragments Ι. 

Den HSQC-Korrelationen zufolge, waren an die Methylengruppe bei δc = 39.9 
die Protonen mit Signalen bei δ = 3.27 und 3.37 gebunden. Dabei zeigte das Proton 
bei δ = 3.37 Kopplungen auf die C-Atome bei δ = 107.2, 133.4, 118.5 des Fragments 
I, so daß von dieser Methylengruppe ausgehend das Strukturfragment II erschlossen 
wurde. So war von dem Proton bei δ = 3.27 dieser Methylengruppe eine schwache 
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Kopplung auf das C-Atom bei δ = 136.3 zu beobachten. Ferner waren Kopplungen 
zu den C-Atomen bei δ = 92.0 und 22.1 vorhanden. Dabei wurde für das quartäre C-
Atom bei δ = 92.0 wegen der charakteristischen chemischen Verschiebung, zunächst 
ein Ketal angenommen (ein Acetal wurde wegen des Fehlens eines entsprechenden 
Signals im 1H-NMR-Spektrum ausgeschlossen). Auf dieses C-Atom koppelten neben 
den Protonen der Methylgruppe bei δ = 1.35 die Methylenprotonen bei δ = 4.26-4.20, 
die an das C-Atom bei δ = 63.8 gebunden waren und das Proton mit Multiplett bei δ 
= 3.98-3.93, welches an die Methylengruppe bei δ = 41.7 gebunden war. Durch H,H-
COSY Korrelationen konnte nachgewiesen werden, daß beide Methylengruppen be-
nachbart waren. Da außer dem C-Atom bei δ = 164.8 nach Auswertung sämtlicher 
HMBC-Korrelationen keine weiteren C-Atome in diesem Abschnitt zu erwarten wa-
ren, schien das hiernach erstellte Fragment II mit den beiden benachbarten Methy-
lengruppen abgeschlossen zu sein (siehe Abbildung 14). Damit mußten die C-Atome 
bei δ = 63.8 und 41.7 jeweils direkt an die Sauerstoffatome des Ketals anschließen.  
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Abbildung 13: Die wichtigsten HMBC-Kopplungen des Strukturfragments ΙI. 

Für eine Methylenkohlenstoff-Sauerstoffverknüpfung war das entsprechende Si-
gnal mit δ = 41.7 ungewöhnlich stark hochfeldverschoben, wenn auch entsprechende 
Werte bei Epoxiden gefunden werden. Unerklärlich war jedoch die große Differenz 
von ∆δ ≈ 22 für die chemischen Verschiebungen der postulierten Alkoxygruppen, die 
auf die ähnliche chemische Umgebung nicht paßt. Plausibler war daher eine Ver-
knüpfung zu einem Stickstoffatom, welches nach der Summenformel im Molekül 
enthalten sein mußte. Dann würde an dieses Stickstoffatom das C-Atom bei δ = 
164.8 anschließen. Hierfür sprachen neben der chemischen Verschiebung, die 
HMBC-Kopplungen der Methylenprotonen bei δ = 3.98-3.93 bzw. 3.78-3.70 zu die-
sem C-Atom. Zusätzlich waren Kopplungen des aromatischen Protons bei δ = 7.40 
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auf das C-Atom bei δ = 107.2 zu sehen. Daher mußte das Carbonylkohlenstoffatom 
zwischen dem Stickstoffatom und dem aromatischen C-Atom bei δ = 107.2 positio-
niert sein. Dies wurde auch durch die Kopplung der chelierten Hydroxygruppe bei δ 
= 14.74 auf das C-Atom bei δ = 107.2 bestätigt. Das Strukturfragment ІІ wies damit 
ein N,O-Ketal und ein Lactam als Strukturelemente auf (siehe Abbildung 15). Zuletzt 
wurde anhand von HMBC-Korrelationen das Strukturfragment III aufgeklärt (siehe 
Abbildung 15).  
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Abbildung 14: Die wichtigsten HMBC-Kopplungen des Strukturfragments ΙII. 

Hierzu wurde das Kopplungsmuster der beiden verbliebenen aromatischen Proto-
nen bei δ = 7.59 und 7.17 ausgewertet. Aufgrund der HSQC-Korrelationen wurden 
sie den C-Atomen bei δ = 105.3 bzw. 100.0 zugeordnet. Dabei zeigte das Proton bei 
δ = 7.17 Kopplungen auf die quartären C-Atome bei 113.5, 151.7 und 155.5. Die 
nach 1H-NMR-Spektrum und 13C-NMR-Spektrum zu erwartenden Methoxygruppen 
konnten durch HMBC-Kopplungen lokalisiert werden. So koppelten die Protonen bei 
δ = 3.99 auf die C-Atome bei δ = 100.0, 146.3 und 155.5. Die Protonen bei δ = 3.91 
wiesen dagegen eine schwache Kopplung auf das C-Atom bei δ = 105.3 und eine 
stärkere Kopplung auf das C-Atom bei δ = 146.3 auf. Damit mußte die Metho-
xygruppe mit der chemischen Verschiebung von δ = 56.2 und den Protonen bei δ = 
3.99 mit dem C-Atom bei δ = 155.5 verknüpft sein. Die Methoxygruppe mit δC = 
55.8 und δH = 3.91 war hiernach an das C-Atom bei 146.3 gebunden. Nun verblieben 
die C-Atome bei δ = 120.2 und 175.3. Da das aromatische Kohlenstoffatom bei 
151.7 wegen der relativen Tieffeldlage sehr wahrscheinlich eine Sauerstoffverknüp-
fung aufwies, mußte das C-Atom bei δ = 113.5 mit dem Carbonylkohlenstoffatom 
bei δ = 175.3 verknüpft sein, da auch hierauf eine Kopplung des Protons bei δ = 7.59 
festzustellen war. Zu dem C-Atom bei δ = 120.2 konnte keine HMBC-Kopplungen 
beobachtet werden, jedoch kam als einzige mögliche Position das in Fragment І noch 
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nicht charakterisierte C-Atom in Frage. Dieses war demnach mit dem C-Atom bei δ 
= 175.3 verbunden, wofür auch die Kopplung des Protons bei δ = 10.07 sprach. 
Hiermit war die Verknüpfung der Strukturfragmente festgelegt (siehe Abbildung 16), 
was zu der Verbindung 23-Desoxycervinomycin A1 (13) führte. Die auffällige Tief-
feldverschiebung des Protons bei δ = 10.07 konnte eventuell auf den entschirmenden 
Einfluß der Hydroxygruppe in Position C-26 zurückzuführen sein. Zwischen deren 
Sauerstoffatom und dem Proton bei δ = 10.07 könnte eine Wasserstoffbrücke vorlie-
gen, welche wegen der angularen Struktur des Moleküls relativ stabil sein müßte.  
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Abbildung 15: Wichtige HMBC-Kopplungen für die Verknüpfung der Strukturfrag-
mente I – III. Die fettgedruckten Bindungen zeigen die Verknüpfungs-
stellen der einzelnen Fragmente an. 

23-Desoxycervinomycin A1 (13) wurde weder in den Datenbanken Chemical Ab-
stracts, Beilstein noch in AntiBase® oder dem Dictionary of Natural Products 
(Chapman & Hall) gefunden und ist damit ein neuer Naturstoff. Bei 23-
Desoxycervinomycin A1 (13) handelte es sich um ein Derivat von Cervinomycin A2 
(14) bzw. dessen Hydrochinon, Cervinomycin A1 (15). Dabei ist 13 mit dem Hydro-
chinonderivat Cervinomycin A1 bis auf die OH-Gruppe in Position C-23 identisch, 
die bei 23-Desoxycervinomycin A1 fehlt. Damit kann 13 den Xanthonantibiotika 
zugeordnet werden, zu denen außerdem z.B. die Verbindungen Lysolipin I (11) und 
Albofungin (12) gehören, die aber auch im Gegensatz zu 13 an dem C-23 entspre-
chenden Position eine Hydroxgruppe tragen. 
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23-Desoxycervinomycin A1 (13) zeigte in den Tests gegen neun verschiedene 

Krebs-Zellinien mit IC50 = 0.74 μg/ml eine relativ hohe und selektive cytotoxische 

Wirkung gegen LXFL 529L-Zellen (Zellen eines humanen Lungenkarzinoms). Au-

ßerdem wurde die Aktivität von 13 gegen den Malariaerreger Plasmodium falcipa-

rum geprüft36, wobei im Vergleich zu dem Standard Chloroquin aber deutlich gerin-

gere Aktivitäten gefunden wurden. Verwendet wurden dabei der Chloroquin-

resistente Plasmodium falciparum Stamm K1 sowie der Chloroquin-empfindliche 

Stamm NF54. (IC50 K1(23-Desoxycervinomycin A1) = 968 ng/ml, IC50 K1(Chloroquin) = 70 ng/ml; 

(IC50 NF54(23-Desoxycervinomycin A1) = 950 ng/ml, IC50 NF54(Chloroquin) = 3.7 ng/ml.) Da von 

13 insgesamt nur 3.0 mg isoliert worden sind, konnten zunächst umfangreichere bio-

logische bzw. pharmakologische Untersuchungen nicht durchgeführt werden.  
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Bearbeitung des Rohextraktes (II) 

Um die Substanz 13 in größerer Menge zu gewinnen, wurde der Stamm 

GW13/580 im 50 l-Maßstab nachfermentiert und der nach Aufarbeitung resultieren-

de Rohextrakt als GW13/580 (II) bezeichnet.  

Die Fraktion 2 lieferte nach Waschen mit Methanol und anschließender präpara-
tiver Dickschichtchromatographie zwei Reinsubstanzen, deren Molmassen durch 
ESI-Massenspektrometrie zu m/z = 527 (14) und m/z = 529 (15) bestimmt wurden. 
Hierbei war auffällig, daß diese Molmassen mit denen des Redoxpaares von Cervi-
nomycin A1/ Cervinomycin A2 übereinstimmten und zudem aus dem Rohextrakt I 
des Stammes GW 13/580 das Cervinomycin-Derivat 23-Desoxycervinomycin A1 
(13) isoliert worden war. Damit lag die Vermutung nahe, daß es sich bei den hier 
isolierten Verbindungen um Cervinomycin A1 und Cervinomycin A2 handeln konnte.  

 

 



 Bearbeitung des Rohextraktes (II)   
    

35

 

Abbildung 16: Aufarbeitungsschema für Streptomyces sp. GW13/580 (II) (SC = Säu-
lenchromatographie; PDC = Präparative Dickschichtchromatographie)  

Cervinmomycin A2 

Die Verbindung 14 mit der Molmasse von m/z = 527 zeigte im 1H-NMR-
Spektrum ein Singulett bei δ = 13.76 für das Proton einer chelierten Hydroxygruppe 
an. Ferner waren im aromatischen Bereich Dubletts für zwei ortho-ständige Protonen 
bei δ = 8.30 und 7.90 sowie drei Singuletts bei δ = 7.65, 7.15 und 7.13 zu erkennen. 
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              i.Vak.
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PDC an Kieselgel 

Cervinomycin A1 
(15) 
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Cervinomycin A1(16) 

Acetylieren und 

anschließend  RP- HPLC 

Cervinomycin A2 
(14) 



 Bearbeitung des Rohextraktes (II)   
    

36

Die Signale bei δ = 4.25 und 3.30-3.20 wurden aufgrund der Intensität von jeweils 
2H und der charakteristischen chemischen Verschiebung Methylengruppen zugeord-
net. Die Multipletts bei δ = 4.05 und 3.79-3.75 mit einer Intensität von jeweils 1H 
wurden nach Vergleich mit den Literaturwerten für Cervinomycin A2

37auf eine Me-
thylengruppe zurückgeführt. Die Singuletts bei δ = 4.02 und 4.01 zeigten die erwar-
teten aromatischen Methoxygruppen an, und zuletzt verblieb das Signal bei δ = 1.39 
für eine aliphatische Methylgruppe. Alle Werte und Signalinterpretationen standen in 
Übereinstimmung mit Cervinomycin A2 (14).  

 

Abbildung 17:  1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Cervinomycin A2 (14) in CDCl3. 

Auch die Werte des 13C-NMR-Spektrums von 14 zeigten keine nennenswerten 
Abweichungen zu den Literaturdaten von Cervinomycin A2

37 (siehe Tabelle 2). Da-
mit wurde die Verbindung (14) als Cervinomycin A2  identifiziert.  
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Abbildung 18: 13C-NMR-Spektrum (150 MHz) von Cervinomycin A2 (14) in CDCl3. 

Das Cervinomycin A1/A2-Gemisch wurde erstmals 1982 aus Streptomyces cervi-
nus von S. Ōmura et al.38 isoliert und die Struktur beider Komponenten 1986 durch 
Derivatisierungsversuche aufgeklärt31,39. Cervinomycin A1 und Cervinomycin A2 

zeigen antibiotische Aktivitäten gegen anaerobe Bakterien, Mycoplasmen sowie ei-
nige grampositive Bakterien. Gegen gramnegative Bakterien und Pilze wurden nach 
S. Ōmura et al. keine Aktivitäten festgestellt, wohingegen die hier isolierten Proben 
schwache bis sehr schwache Aktivitäten gegen Escherichia coli und Candida albi-
cans zeigten (s. Tabelle 3)37. Die Aktivitäten der isolierten Verbindung 14 im Agar-
diffusionstest sind in Tabelle 3 aufgeführt. 
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Auch die Fraktion 1 lieferte nach Reinigung durch Mitteldrucksäulenchroma-
tographie an Kieselgel und HPLC eine gelbe Verbindung, deren Molmasse durch 
Elektrospray-Massenspektrometrie zu 527 Dalton bestimmt wurde. Aufgrund der 
geringen Ausbeute dieser Substanz von 1 mg und der schlechten Löslichkeit in ver-
schiedenen Lösungsmitteln konnten keine aussagekräftigen 13C-NMR-Spektren er-
halten werden. Bei Auswertung der 1H-NMR-Spektren und deren jeweiligen Ver-
gleiche, konnte es sich um die Verbindung Cervinomycin A2 (14)37 handeln. Weitere 
Verbindungen ließen sich aus der Fraktion 1 in nennenswerter Menge nicht isolieren.  

Cervinomycin A1 / Cervinomycin A1-Diacetat 

Die Molmasse der Verbindung 15 mit m/z = 529 war identisch mit der von Cervi-
nomycin A1. Da 15 in verschiedenen Lösungsmitteln nur schwer löslich bzw. unlös-
lich war, gelang lediglich die Aufnahme eines 1H-NMR-Spektrums, während ein 
auswertbares 13C-NMR-Spektrum nicht erhalten werden konnte. Daher sollte im An-
schluß durch einen Acetylierungsversuch die Löslichkeit von 15 erhöht werden. 
Nach der Acetylierung von Cervinomycin A1 (15) mit Acetanhydrid wurde das resul-
tierende Reaktionsprodukt durch RP-HPLC gereinigt. Die Vergleiche des Dünn-
schichtchromatogramms sowie des 1H-NMR-Spektrums und Massenspektrums von 
15 mit denen des gereinigten Acetylierungsproduktes 16, ließen auf eine erfolgreiche 
Acetylierung schließen, da sich die Rf -Werte sowie die 1H-NMR-Spektren und die 
Massenspektren von 15 und 16 unterschieden. So wies das Acetylierungsprodukt 16 
einen Rf-Wert von 0.96 auf, während 15 deutlich polarer war (Rf-Wert von Cervino-
mycin A1 = 0.68). Im 1H-NMR-Spektrum von 16 wurden zusätzlich zwei Singuletts 
für Methylgruppen festgestellt, die der chemischen Verschiebung zufolge auf zwei 
Acetylgruppen zurückzuführen waren. Schließlich konnte im EI-MS-Spektrum die 
Molmasse für das Reaktionsprodukt von 16 auf 613 Dalton festgelegt werden. Dies 
würde dem Diacetat 16 von Cervinomycin A1 entsprechen.  
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Abbildung 19: Cervinomycin A1 (15) und das Diacetat von Cervinomycin A1 (16). 

Im 1H-NMR-Spektrum war ein 1H Signal bei δ = 14.98 für das Proton nur einer 
chelierten Hydroxygruppe zu erkennen. Im Falle des vermuteten Diacetats waren 
damit die beiden chinoiden Hydroxygruppen acetyliert worden, da sich die 13C-
NMR-Daten für die entsprechenden chinoiden C-Atome (δC-23 = 168.8 und δC-12= 
168.3) nur marginal unterschieden. Wäre dagegen nur eine Hydroxgrupee des Hy-
drochinons acetyliert worden, wäre eine größere Differenz der 13C-NMR-Daten zu 
erwarten. Ferner konnten im aromatischen Bereich fünf Protonen identifiziert wer-
den. Hiervon lagen neben drei Singuletts der Intensität von jeweils 1H bei δ = 7.69, 
7.66 und 6.89 zwei 1H-Dubletts bei δ = 7.63 und 7.58 vor. Da die Kopplungskon-
stanten beider Dubletts übereinstimmten, mußten die zugehörigen Protonen benach-
bart sein. Diese Daten paßten auf das Grundgerüst von Cervinomycin A1 (15). Im 
Aliphaten-Bereich waren ein Multiplett bei δ = 4.26-4.18 mit einer Intensität von 2H 
und zwei Multipletts der Intensität von je 1H zu sehen, was in Anlehnung an 15 den 
benachbarten Methylengruppen entsprechen würde. Die Singuletts bei δ = 2.60 und 
2.10 mit der Intensität von jeweils 3H entsprachen der chemischen Verschiebung 
zufolge den Methylgruppen der Acetatreste. Außerdem konnten ein Singulett der 
Intensität von 2H bei δ = 3.31 für eine Methylengruppe sowie zwei Singuletts für 
zwei aromatische Methoxygruppen bei δ = 4.00 beobachtet werden. Sämtliche 1H-
NMR-Daten ließen die Annahme von 16 zu. Das 13C-NMR-Spektrum zeigte bei δ = 
181.4, 174.5, 168.8 und 168.3 wie erwartet vier Signale für Carbonylkohlenstoffato-
me. Im Bereich sp2-hybridisierter Kohlenstoffe waren schließlich 20 und im Alipha-
ten-Bereich neun Signale zu sehen, was im Einvernehmen zu dem vermuteten Diace-
tat von Cervinomycin A1 stand. Dabei konnte das Signal bei δ = 92.2 in Analogie zu 
23-Desoxycervinomycin A1 (13) dem quartären C-Atom des N,O-Ketals zugeordnet 
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werden. 
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Abbildung 20: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Cervinomycin A1 (15) in CDCl3. 

 
Abbildung 21: 1H-NMR-Spektrum (300 MHz) von Cervinomycin A1-diacetat (16) in 
CDCl3. 
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Abbildung 22: 13C-NMR-Spektrum (125 MHz) von Cervinomycin A1-diacetat (16) in 
CDCl3. 

Das Signal bei δ = 56.3 wurde den nach dem 1H-NMR-Spektrum vermuteten Me-
thoxygruppen zugeordnet, während die Signale bei δ = 20.52 und 20.57 auf die Me-
thylgruppen der Acetylreste hindeuteten. Da in der zugänglichen Literatur keine Da-
ten für ein Cervinomycin-diacetat gefunden werden konnten, wurden zur genauen 
Identifizierung sowie zur genauen Klärung von Struktur-Alternativen die HSQC-, 
HMBC- und H,H-COSY-Spektren aufgenommen und ausgewertet. 

 

Abbildung 23: HMBC-Spektrum (500 MHz) von Cervinomycin A1-diacetat (16) 
in CDCl3. 
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Abbildung 24: Ausgewählte HMBC-und H,H-COSY-Korrelationen des Diacetats 16 
von Cervinomycin A1.  

Auch wenn nicht auf alle Kohlenstoffatome Fernkopplungen zu sehen waren und 
einige Signale wegen unzureichender Auflösung nicht exakt festgelegt werden konn-
ten, so waren doch die übrigen Korrelationen ausreichend, um das Cervinomycin-
Grundgerüst nachzuweisen und beide Acetylreste zu lokalisieren. Demnach mußten, 
wie bereits nach Auswertung des 1H-NMR-Spektrums vermutet, die beiden Hydro-
xygruppen des Hydrochinons acetyliert worden sein, da das Proton der Hydro-
xygruppe mit δH = 14.98 Kopplungen auf die C-Atome bei δ = 159.5, 112.3 und 
105.7 aufwies, womit diese Hydroxygruppe an das Kohlenstoffatom in Position C-26 
gebunden war. Die wichtigsten HMBC-Kopplungen sind in Abbildung 25 darge-
stellt. Außerdem wurde die Struktur durch Vergleich der 13C-NMR-Daten mit denen 
von 23-Desoxycervinomycin A1 (13) sowie Cervinomycin A2 (14)37 abgesichert (sie-
he Tabelle 2).  
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Tabelle 2: Vergleich der 13C-NMR-Daten von 23-Desoxycervinomycin A1 (13), Cervinomy-
cin A1-Diacetat  (16) und Cervinomycin A2 (14)37. 

C-Atom 23-
Desoxycervinomy-

cin A1  

Cervinomycin A1 -
Diacetat  

Cervinomycin A2 
(lit.) 

Cervinomycin A2 
(exp.) 

 

1 41.7 43.2 41.9 42.1 

2 63.8 64.4 64.1 64.3 

4 92.0 92.2 92.1 92.2 

5 39.9 41.2 40.8 41.1 

6 133.4 135.5 136.5 136.6 

7 118.5 121.1 117.5 117.3 

8 136.3 23.1 140.6 140.8 

9 127.8 129.9 132.2 132.2 

10 123.5 123.7 123.6 123.8 

11 125.5 130.6** 129.6 129.6 

12 140.9 155.6 178.3 178.6 

13 140.9 144.6 153.7 153.8 

15 151.7 152.3 151.0 151.1 

16 100.0 99.5 100.3 100.5 

17 155.5 156.4 155.6 155.6 

18 146.3 147.0 148.7 148.8 

19 105.3 104.6 104.8 104.7 

20 113.5 112.8 119.5 119.8 

21 175.3 181.4 172.7 172.5 

22 120.2 118.0 120.6 121.0 

23 115.9 155.6 181.7 181.8 

24 125.9 130.1** 137.7 138.2 

25 117.9 112.3 120.6 121.0 

26 161.0 159.5 160.8 161.5 

27 107.2 105.7 107.3 107.2 

28 164.8 174.5 164.4 164.6 

30 22.1 23.5 22.6 22.9 

17-OCH3 56.2 56.3 56.6 56.6 

18-OCH3 55.8 56.3 56.3 56.5 

12-OCOCH3 - 168.3* - - 

23-OCOCH3 - 168.8* - - 

12-OCOCH3 - 20.52 - - 

23-OCOCH3 - 20.47 - - 

*, **Signale sind jeweils gegeneinander austauschbar 
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Das Cervinomycin A1-diacetat (16) zeigte im Agardiffusionstest eine schwache 
Aktivität gegen die Testkeime Mucor miehei (Tü 284), Escherichia coli, Bacillus 
subtilis, Staphylococcus aureus und Streptomyces viridochromogenes (Tü 47). Im 
Zuge der Derivatisierungsversuche zur Aufklärung der Struktur von Cervinomycin 
wurde von A. Nakagawa und S. Ōmura ein Triacetat-Derivat erhalten37. Zwar wur-
den die NMR-Daten hierzu nicht veröffentlicht, jedoch wurden interessante Aktivitä-
ten z.B. gegen Clostridium difficile, Peptococcus variabilis und Streptococcus mu-
tans, Staphylococcus aureus sowie Aktivitäten gegen Mycoplasmen beschrieben. 
Diese Ergebnisse beziehen sich auf eine vorausgehende Studie von A. Nakagawa et 
al. im Jahre 198640. Hierbei wurden neben Cervinomycin A1 (15) und Cervinomycin 
A2 (14) auch das Monoacetat sowie Triacetat von Cervinomycin A1 auf ihre anti-
mikrobiellen Fähigkeiten (insbesondere gegen anaerobe Bakterien) im Vergleich mit 
Clindamycin getestet. Besonders das Triacetat zeigte dabei herausragende Aktivitä-
ten und erwies sich im Allgemeinen potenter oder wenigstens genauso wirkungsvoll 
wie Clindamycin. Von besonderer Bedeutung waren jedoch die Aktivitäten gegen 
clindamycinresistente Staphylokokken- und Streptokokken-Stämme. Nicht nur we-
gen dieser Eigenschaften, sondern auch wegen der hohen Löslichkeit bei gleichzeitig 
relativ geringer Toxizität wird das Cervinomycin A1-Triacetat nach den Angaben 
von A. Nakagawa und S. Ōmura als Medikament gegen anaerobe Bakterien entwi-
ckelt37. Die Tabelle 3 führt die Bioaktivitäten der Hemmtestkontrolle des Diacetates 
von Cervinomycin A1 (16) im Vergleich zu Cervinomycin A1 (15), Cervinomycin A2 
(14) und 23-Desoxycervinomycin A1 (13) auf. Die antimikrobielle Aktivität von 23-
Desoxycervinomycin A1 war dabei vergleichbar mit der von Cervinomycin A1, was 
evtl. auf ähnliche Polaritätseigenschaften zurückzuführen war. Auch die beiden hyd-
rophoberen Cervinomycinderivate – Cervinomycin A2 und Cervinomycin A1-diacetat 
– unterschieden sich untereinander kaum in ihren Aktivitäten, jedoch zeigte das nach 
Acetylierung von 15 erhaltene, hydrophobere Diacetat von Cervinomycin A1 im Ge-
gensatz zu Cervinomycin A1 (15) deutlich höhere Aktivitäten gegen die grampositi-
ven Testkeime Streptomyces viridochromogenes (Tü57) und Staphylococcus aureus 
(siehe Tabelle 3). 
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Tabelle 3: Aktivitäten der Cervinomycin-Derivate 15 , 14 , 16 und 13 im Agardiffusionstest 
(Hemmhofdurchmesser in mm)  

Testkeim  Cervinomycin 
A1 (15)  

Cervinomycin 
A2 (14) 

Cervinomycin 
A1 -diacetat 

(16) 

23-
Desoxycervinomycin 

A1 (13) 

Escherichia 
coli  15 15 18 13 

Bacillus     
subtilis 19 15 18 19 

Streptomyces 
virido. (Tü 57) 21 27 30 21 

Candida    
albicans 11 0 0 11 

Mucor miehei 
(Tü 284) 0 0 0 0 

Staphylococcus 
aureus  13 18 20 12 

Chlorella   
sorokiniana 12 0 0 0 

Chlorella   
vulgaris 12 0 0 0 

Scenedesmus 
subspicatus 14 0 0 0 

  

Stamm GW 13/1783  

Im biologischen Screening fiel der Stamm GW 13/1783 durch mittlere Aktivitä-
ten gegen die Testkeime Bacillus subtilis und Mucor miehei (Tü 284) sowie eine 
Wachstumshemmung gegen Streptomyces viridochromogenes (Tü 57) auf. Im che-
mischen Screening war bei DC eine bei Tageslicht gelbe Zone auffällig, die sich mit 
NaOH rot verfärbte. Aus einer 24 l-Schüttelkultur wurde nach einer Fermentations-
zeit von fünf Tagen durch Extraktion mit Ethylacetat und Aceton ein braungelber 
Rohextrakt erhalten. Durch Vakuum-Säulenchromatographie wurde der Extrakt in 
vier Fraktionen getrennt. Von diesen zeigte nur noch die Fraktion 3 Aktivitäten im 
Plattendiffusionstest, wobei eine mittlere Hemmung von Bacillus subtilis beobachtet 
wurde. 
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3 × mit EtOAc und 2 × dige-
rieren 

Filtrat Mycel 

Rohextrakt 
(1.8 g)

Kultur GW 13/1783 

Fraktionen 1-2 Fraktion 3 

über Celite filtrieren

24 l-Schüttelkultur 
(M2, 28°C) 

Vakuum-Liquid-
Chromatographie an Kieselgel 

Einengen der organischen Phase 

     i.Vak.

3 × mit EtOAc 

extrahieren 

RP-HPLC 

Fraktion 4 

Fraktion 3a-f Fraktion 3 g 

SC an  Sephadex

Fraktion 3h 

4-Hydroxy-7-methoxy-2,3,6-trimethyl-3-(4-methyl-pent-3-enyl)-2,3-dihydro-
naphtho[2,3-b]furan-5,8-dion 

 (17) 

Abbildung 25: Aufarbeitungsschema für die 24 l-Schüttelkultur von Streptomyces sp. 
Stamm GW 13/1783. SC = Säulenchromatographie; PDC = Präparative Dickschichtchro-
matographie. 

4-Hydroxy-7-methoxy-2,3,6-trimethyl-3-(4-methyl-pent-3-enyl)-2,3-dihydro-
naphtho[2,3-b]furan-5,8-dion 

Durch Säulenchromatographie an Sephadex LH-20 wurde die Fraktion 3 in meh-
rere, jeweils noch aus komplexen Substanzgemischen zusammengesetzten Unterfrak-
tionen getrennt. Die Unterfraktionen 3 g und 3 h zeigten bei DC die im Primärscree-



 Stamm GW 13/1783   
    

47

ning aufgefallene gelbe Zone (Rf = 0,8), die jeweils durch semi-präparative RP-
HPLC gereinigt wurden. Beide Fraktionen lieferten eine gelbe Verbindung, die sich 
mit Natronlauge rötlich verfärbte und einen Rf-Wert von 0.8 aufwies (CH2Cl2/ 10 % 
CH3OH). Allein die Retentionszeiten zeigten bei vergleichbaren HPLC-
Trennbedingungen geringfügige Differenzen. Die 1H-NMR-Spektren sowie die Mas-
senspektren der Verbindungen stimmten jedoch überein. So legte das ESI-
Massenspektrum jeweils die Molmasse auf 370 Dalton fest. Durch ein EI-
Massenspektrum konnte dieser Wert bestätigt werden. Bei der Auswertung des 1H-
NMR-Spektrum fiel auf, daß von insgesamt elf Signalen sechs Signale Singuletts 
waren. Kombiniert mit der chemischen Verschiebung der entsprechenden Signale, 
konnten bereits hierdurch zahlreiche Strukturinformationen erhalten werden. So 
wurde unter Berücksichtigung der roten Farbreaktion mit Natronlauge für das Singu-
lett bei δ = 9.85 mit der Intensität von 1H eine chelierte Hydroxygruppe angenom-
men. Anzumerken bei dieser Interpretation war jedoch die relativ starke Hochfeld-
verschiebung des Signals. Das Singulett mit einer Intensität von 1H bei δ = 6.69 deu-
tete auf ein aromatisches Proton ohne Protonen in vicinaler Stellung hin. Bei δ = 3.53 
lag ein Singulett mit einer Intensität von 3H, was typischerweise einer Metho-
xygruppe zugeordnet wurde. Schließlich zeigten die Singuletts mit jeweils einer In-
tensität von 3H bei δ = 1.56, 1.20, 1.10 drei Methylgruppen ohne vicinale Protonen 
an. Das Quartett mit einer Intensität von 1H bei δ = 4.35 und das Dublett der Intensi-
tät von 3H bei δ = 0.98 mit übereinstimmender Kopplungskonstante wiesen auf eine 
CHCH3-Gruppe hin. Schließlich waren bei δ = 4.62 ein Multiplett der Intensität 1H 
und eine Signalgruppe bei δ = 1.50 mit einer Intensität von 4H zu erkennen.  
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 Abbildung 26: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von 17 in CDCl3. 
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Abbildung 27:  13C-NMR-Spektrum (125 MHz) von 17 in CDCl3. 
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Im 13C-NMR-Spektrum fielen zwei Signale bei δ = 184.2 und 181.3 auf, die ver-
mutlich die Carbonylkomponenten eines chinoiden Systems darstellten. In diesem 
Fall würde die nach 1H-NMR-Spektrum vermutete Hydroxygruppe zu dem C-Atom 
bei δ = 184.2 cheliert vorliegen, da dieses gegenüber dem zweiten Carbonylkoh-
lenstoffatom die größere Tieffeldverschiebung aufwies. Die drei Signale bei δ = 
161.2, 157.4 und 156.9 deuteten auf aromatische C-Atome mit Sauerstoffbindung 
hin. Im Bereich sp2-hybridisierter Kohlenstoffatome verblieben sieben Signale, so 
daß unter Berücksichtigung der bisherigen Signalanzahl wahrscheinlich ein Hydro-
xynaphthochinon und zwei olefinische Kohlenstoffatome vorliegen mußten. Ein a-
liphatisches Kohlenstoffatom mit Sauerstoffbindung wurde durch das Signal bei δ = 
88.1 angezeigt. Das Signal bei δ = 60.7 konnte der bereits erwarteten Methoxygruppe 
zugeordnet werden. Im Bereich zwischen δ = 46.8 und 9.4 lagen acht Signale, die 
nach dem HSQC-Spektrum einem quartären C-Atom, einem Methin-, zwei Methy-
len- und fünf Methyl-Kohlenstoffatomen entsprachen. Mit diesen Daten wurde bei 
einer Substruktursuche in der Datenbank AntiBase® eine unbenannte Verbindung 17 
[P. Sedmera, J. Nat. Prod. 1991, 54, 870-872] erhalten. Ein Vergleich der 13C-NMR-
Daten41 ließ keinen Zweifel an der Übereinstimmung beider Verbindungen (siehe 
Tabelle 4). Jedoch fiel beim Vergleich der 1H-NMR-Daten auf, daß in der Literatur 
für das Proton der chelierten Hydroxygruppe ein erstaunlich hochfeldverschobener 
Wert der chemischen Verschiebung von nur δ = 6.96 angegeben worden war. Dage-
gen wurde bei der isolierten Verbindung 17 für das Proton der Hydroxygruppe ein 
Wert von δ = 9.85 gefunden, was für eine chelierte Hydroxygruppe ein nimmer noch 
ungewöhnlich niedriger Wert ist. Beide Protonenspektren wurden mit CDCl3 als Lö-
sungsmittel gemessen. Für 17 konnte die in der Literatur postulierte Struktur aller-
dings jetzt durch HMBC-Korrelationen, HSQC- und COSY-Spektren bestätigt wer-
den.  
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Abbildung 28: Ausgewählte HMBC-Korrelationen von 17. 

Die wichtigsten HMBC-Korrelationen von 17 sind in Abbildung 29 dargestellt.  

Tabelle 4: Vergleich der isolierten Verbindung mit den Literaturwerten für 17 41. 

C-Atom  17 (lit.) 17 (exp.) 

2 88.06 88.1 

3 46.83 46.8 

3a 127.89 127.9 

4 161.20 161.2 

4a 109.17 109.3 

5 184.19 184.2 

6 134.05 134.1 

7 156.92 156.9 

8 181.33 181.3 

8a 133.18 133.2 

9 109.44 109.4 

9a 157.59 157.4 

10 37.77 37.7 

11 23.68 23.7 

12 123.84 123.8 

13 131.91 132.0 

14 17.57 17.6 

15 25.62 25.7 

2-Me 15.38 15.4 

3-Me 19.58 19.6 

6-Me 9.42 9.4 

7-OMe 60.67 60.7 
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Abbildung 29: HMBC-Spektrum (500 MHz) von 17 in CDCl3. 

Die Verbindung  gehört zu der Familie der Furanonaphthoquinone und wurde 
1991 erstmals von P. Sedmera41 aus Streptomyces cinnamonensis isoliert. Bei der 
isolierten Verbindung 17 konnten keine Bioaktivitäten gegen die in dieser Arbeit 
benutzten Testkeime festgestellt werden, obwohl die Fraktion 3, aus welcher 17 iso-
liert worden ist, mittelstarke Aktivitäten gegen Bacillus subtilis aufwies. In der Lite-
ratur konnten keine Angaben zu den biologischen Eigenschaften von 17 gefunden 
werden. Jedoch konnte nach M. Ishibashi et al.42 für das mit 4-Hydroxy-7-methoxy-
2,3,6-trimethyl-3-(4-methyl-pent-3-enyl)-2,3-dihydro-naphtho[2,3-b]furan-5,8-dion 
(konstitutionsisomeres Furaquinocin C (18) cytotoxische Aktivitäten gegen B16 
Maus-Melanom- und HeLa S3-Zellinien (Zellen des humanen Cervix-Karzinoms) 
festgestellt werden.  
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Stamm GW 16/3993  

Der Stamm GW 16/3993 wuchs unter Bildung eines schwarzen Luftmycels bei 
dunkelgelber Färbung des Agarnährmediums. Der entsprechende Ethylacetatextrakt 
der Schüttelkultur aus dem Primärscreening zeigte bei DC im Tageslicht zwei gelbe 
Zonen, die sich mit Anisaldehyd/Schwefelsäure grün verfärbten. Das biologische 
Screening zeigte eine mittlere und schwache Aktivität gegen Mucor miehei (Tü 284) 
bzw. Staphylococcus aureus sowie schwache Aktivitäten gegen die Grünalgen Chlo-
rella sorokiniana, Chlorella vulgaris und Scenedesmus subspicatus. Gegen Artemia 
salina wurde eine Mortalitätsrate von 55 % erzielt. Der Stamm wurde als Schüttel-
kultur im Maßstab von 20 l fermentiert. Durch Extraktion mit Ethylacetat und Ace-
ton erhielt man einen dunkelbraunen Rohextrakt, der in Methanol gelöst und mit Cy-
clohexan entfettet wurde. Die biologische Aktivität des hieraus resultierenden Ex-
traktes wurde durch Bioautographie ermittelt. Dabei zeigte vor allem die unpolarste  
der gelben Zonen Aktivitäten gegen die genannten Testkeime. Der Rohextrakt wurde 
durch Vakuum-Säulenchromatographie in fünf Fraktionen getrennt, wobei die Frak-
tion 4 die gesuchte aktive, gelblichgrüne Verbindung enthielt (siehe Tabelle 21). 
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Abbildung 30: Aufarbeitungsschema der 20 l-Schüttelkultur von Streptomyces sp. GW 
13/3993. SC = Säulenchromatographie; PDC = Präparative Dickschichtchromatographie. 

 Mithramycin  

Die Fraktion 4 wurde durch präparative Dickschichtchromatographie an Kiesel-
gel getrennt. Durch nachfolgende Säulenchromatographie an Sephadex erhielt man 
die gesuchte gelblichgrüne Verbindung 20. Mit Hilfe des ESI-Massenspektrums 
wurde aus dem [M-H]-–Signal eine Molmasse von 1084 ermittelt; im EI-
Massenspektrum konnte kein Molpeak erzielt werden. Das 1H-NMR-Spektrum zeig-
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te bei δ = 6.61 und 6.43 zwei Singuletts der Intensität von jeweils 1H, wobei es sich 
um olefinische oder aromatische Protonen handeln konnte. Zwei Dubletts der Inten-
sität von je 1H bei δ = 5.20 und 5.17 signalisierten möglicherweise acetalische Pro-
tonen. Der Bereich von δ = 4.75 bis 2.79 wies vierzehn Signale mit einer Gesamtin-
tensität von 25H auf. Dieser Bereich ist u.a. charakteristisch für OCH-
Gruppierungen, so daß unter Berücksichtigung der vermuteten acetalischen Protonen 
und des fehlenden Molekülions im EI-Massenspektrum, Zuckerreste zu erwarten 
waren. Das Singulett bei δ = 3.41 mit einer Intensität von 3H deutete eine aliphati-
sche Methoxygruppe an. Zwischen δ = 2.74 und 1.44 lagen ein Singulett bei δ = 2.15 
für eine Methylgruppe sowie vier Multipletts und vier Dubletts von Dubletts. Bei δ = 
1.27 lag ein Multiplett der Intensität von 1H. Die drei Dubletts bei δ = 1.39, 1.31 und 
1.21 mit einer Intensität von je 3H wiesen ebenso auf Methylgruppen hin wie das 
Singulett bei δ = 1.26 mit einer Intensität von 3H und das Multiplett bei δ = 1.25-
1.23 mit einer Intensität von 6H.  

7 6 5 4 3 2 1

 
Abbildung 31: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Mithramycin (20) in CD3OD. 
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Abbildung 32: 13C-NMR-Spektrum (150 MHz) von Mithramycin (20) in CD3OD. 

Im 13C-NMR-Spektrum sieht man zwei Signale bei δ = 213.7 und 197.7 von Ke-
tocarbonylfunktionen, wobei letzteres auch charakteristisch für ein α,β-ungesättigtes 
Keton ist. Das Signal bei δ = 177.3 kann eventuell auf eine Carboxyl- oder Ester-
gruppe zurückzuführen sein. Die Signale bei δ = 162.0 und 160.8 sind charakteris-
tisch für aromatische C-Atome mit Sauerstoffbindung. Ferner weist der aromatisch-
olefinische Bereich sechs Signale auf. Weitere sechs Signale bei δ = 101.7 - 99.7 
sind typisch für acetalische C-Atome, wobei allerdings auch hochfeldverschobene 
sp2-Kohlenstoffatome nicht auszuschließen sind. Im Bereich von δ = 84.3 bis 69.2 
liegen 19 Signale, die mit großer Wahrscheinlichkeit OCH-Gruppierungen zuzuord-
nen sind. Das Signal bei δ = 59.6 bestätigt die nach dem 1H-NMR-Spektrum vermu-
tete Methoxygruppe. Schließlich waren nach dem 13C/APT-NMR-Spektrum Signale 
für sechs Methylen, eine Methin und acht Methylgruppen zu erwarten. Eine Sub-
struktursuche in AntiBase® mit einer Auswahl dieser Daten führte zu der Verbindung 
Mithramycin (20).  

Mithramycin (= Aureolsäure, Plicamycin, Mithracin®) ist ein Glycosidantibioti-

kum mit Chromomycinon als Aglykon (siehe Abbildung 34) und fünf Desoxyzucker-
resten. Ein Vergleich der 13C-NMR-Daten mit den veröffentlichten Werten von J. 
Thiem et al.43 sowie den 13C-NMR-Daten für das Mithramycin-Decaacetat44 wiesen 
jedoch z.T. Abweichungen von mehr als Δδ = 5 auf (siehe Tabelle 5). Außerdem 
konnten für Mithramycin (20) in der angegebenen Literatur43 nicht alle Verschiebun-
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gen exakt zugeordnet werden. Zur Strukturüberprüfung wurden daher HSQC-, 
HMBC- und H,H-COSY-Experimente durchgeführt. Anhand des HSQC-Spektrums 
konnten sämtliche C,H-Zuordnungen getroffen werden (siehe Tabelle 5). Mit Hilfe 
der 2D-Experimente konnte schließlich die Struktur des Aglykons der isolierten Ver-
bindung 20 mit hoher Sicherheit als Chromomycinon (19) identifiziert werden. Da 
Chromomycinon auch das Aglykon von Mithramycin (20) ist, sprach dies für die 
Annahme, daß es sich bei der isolierten Verbindung tatsächlich um Mithramycin 
handeln (20) könnte. Dennoch muß darauf hingewiesen werden, daß sich einige der 
experimentellen 13C-NMR-Werte von den in der Literatur angegebenen erheblich 
unterschieden (siehe Markierungen in Tabelle 5).  
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Abbildung 33: Chromomycinon (19) (entspricht dem Aglykon von Mithramycin 
(20)). 

Im HMBC-Spektrum von 20 sah man Kopplungen der Protonen bei δ = 6.61, 
2.15 und 5.20 auf das C-Atom bei δ =160.8. Damit war die Position des letzteren als 
C-6 bestimmt, da aufgrund der Kopplung des acetalischen Protons bei δ = 5.20 hier 
die O-glycosidische Verknüpfung zur Disaccharidkette erfolgen mußte. Die Position 
C-8 wurde ausgeschlossen, da sie mit zwei 4J -Kopplungen anstelle von zwei 2J -
Kopplungen (von δH = 5.20, 6.61) gegenüber C-6 eindeutig benachteiligt war. Die 
Protonen bei δH = 6.16 und 2.15 koppelten ferner auf das C-Atom bei δ = 108.7 in 
Position C-7, welche in der Literatur43 jedoch mit δC = 112.1 angegeben war. Von 
dem Proton bei δH = 6.43 gingen vier Kopplungen auf die C-Atome bei δC = 140.4 
(C-10a), 113.0 (C-9a), 139.4 (C-4a) und 29.4 (C-4) aus. Dabei entsprach laut Litera-
tur43 dem C-Atom C-9a ein Wert von δC = 108.8, womit die Kohlenstoffatome C-7 
und C-9a im Vergleich mit der Literatur gegeneinander vertauscht zu sein schienen. 
Jedoch konnten im HMBC-Spektrum der isolierten Verbindung eindeutig eine 3J-
Kopplung des Protons bei δ = 6.61 sowie eine 2J-Kopplung von den Methylprotonen 
bei δ = 2.15 auf das C-Atom bei 108.7 festgestellt werden, wonach diesem nur die 
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Position C-7 zugeordnet werden konnte (siehe Tabelle 5). Auch die 13C-NMR-Daten 
für die Position C-4 wiesen einen deutlichen Unterschied zu den Literaturwerten auf. 
So wurde in der Literatur43 ein Wert von δ = 45.2 angegeben, während der experi-
mentelle Wert zu δ = 29.4 bestimmt wurde. Jedoch konnte die Zuordnung des expe-
rimentellen Wertes für die Position C-4 mit der bereits erwähnten Kopplung der Pro-
tonen bei δ = 6.43 und 4.75 im Seitenkettenrest begründet werden. Auch die Kopp-
lungen auf die C-Atome bei δ = 139.4 und 113.0 der an das C-Atom bei δ = 29.4 
assoziierten Protonen sprachen für die postulierte Position. Erwähnenswert war, daß 
das C-Atom C-4 des entsprechenden Decaacetats von Mithramycin44 einen Wert von 
δ = 26.7 aufwies und damit dem experimentellen Wert für Mithramycin eher ent-
sprach. Einen weiteren Unterschied stellte das Carbonyl-C-Atom bei δ = 197.7 dar. 
Nach Thiem et al.43 wurde hier der Wert zu δ = 204.2 bestimmt. Auf die C-Atome 
bei δ = 162.0 und 177.3 konnten keine HMBC-Kopplungen festgestellt werden. Da-
her wurden die NMR-Daten von einer Messung in DMSO verwendet, um mögliche 
HMBC-Kopplungen des chelierten Protons im offset-Bereich zu beobachten. Ent-
sprechend den Erwartungen, sah man eine 2J-Kopplung des Protons der chelierten 
Hydroxygruppe bei δ = 14.71 (in DMSO) auf das C-Atom bei δ = 160.4 (DMSO), 
welches dem C-Atom bei δ = 162.0 (Methanol) entsprach. Damit war die chelierten 
Hydroxygruppe an das Kohlenstoffatom in Postion C-9 gebunden, während die 
verbleibende aromatische Hydroxygruppe mit dem stark tieffeldverschobenen Signal 
für das C-Atom bei δ = 177.3 verknüpft sein mußte, was der Position C-8 entsprach. 
Auch der Wert für C-8 wich dabei stark von dem Literaturwert ab (siehe Tabelle 5). 
Zuletzt verblieb die Position C-8a, die dem Signal bei δ = 111.7 zugeordnet wurde. 
Jedoch konnten auf dieses C-Atom keine HMBC-Kopplungen beobachtet werden. 
Alle übrigen Daten entsprachen den in der Literatur angegebenen für Mithracmycin 
(20)43.  
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Tabelle 5: Vergleich der 13C-NMR-Daten von Mithramycin (20) mit Literatur-
werten43, 44. 

Position** Mithramycin-
Decaacetat (lit.)I, 44 

Mithramycin (exp.)II
 Mithramycin (lit.)III, 43 

1 202.8 197.7* 204.2 

2 77.0 78.3 78.4 

3 41.9 43.7 43.4 

4 26.7 29.4* 45.2 

4a 138.8 139.4 139.7 

5 106.7 100.9 102.4 

6 157.4 160.8 160.3 

7 120.8 108.7* 112.1 

CH3-7 20.9 8.3 8.5 

8 147.4 177.3* 165.1 

8a 112.6 111.7 109.3 

9 163.5 162.0* 156.8 

9a 109.9 113.0* 108.8 

10 116.5 113.4 118.1 

10a 136.9 140.4 137.0 

1’ 81.5 83.5 83.2 

OCH3-1’ 58.7 59.6 59.6 

2’ 204.5 213.7 213.3 

3’ 77.5 80.0 80.0 

4’ 68.7 69.2 69.4 

5’ 15.9 17.0 17.0 

1A 96.8 99.8 99.0 

2A 36.2 38.2 38.3 

3A 73.9 77.9 77.5 

4A 74.3 76.3 76.3 

5A 70.8 72.0 72.1 

6A 17.9 19.7 19.8 

1B 96.2 100.0 100.2 

2B 36.6 38.4 38.0 

3B 70.3 71.6 72.0 

4B 74.1 83.5 78.2 

5B 70.6 73.6 73.7 

6B 17.8 19.2 18.7 
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1C 100.6 101.7 102.1 

2C 36.9 40.6 40.8 

3C 74.0 84.2 81.2 

4C 74.8 77.9 77.9 

5C 70.6 72.6 73.4 

6C 17.8 19.1 18.6 

1D 97.1 101.3 100.2 

2D 32.4 33.4 33.2 

3D 72.8 80.1 81.2 

4D 70.2 76.9 76.7 

5D 69.7 73.5 73.4 

6D 16.9 18.1 18.1 

1E 95.8 99.7 97.7 

2E 43.2 45.4* 28.1* 

3E 70.5 71.9 71.8 

3E-CH3 27.3 27.3 27.3 

4E 77.5 71.2 72.1 

5E 68.2 69.6 70.4 

6E 17.6 18.4 18.5 

I: J. Thiem et al., gemessen in CD3OD; II: gemessen in CD3OD; III: S.E. Wohlert et al., gemessen in CDCl3     
*: auffällige Abweichungen zum Literaturwert; **: Die Zählweise der Zuckermoleküle wurde von S. E. Wohlert 
et al. übernommen44. 

Mit Unterstützung des H,H-COSY-Spektrums konnte schließlich die Seitenkette 
identifiziert werden. Die wichtigsten HMBC- und H,H-COSY-Korrelationen sind in 
Abbildung 35 dargestellt.  



 Stamm GW 16/3993   
    

60

O O
CH3

OOH
OH

CH3 OH

H

O

O OH
CH3

OH OH O

OH
CH3

OHH H H H

H

H

H

H

CH3

O O

O
O

OO

CH3

OH
CH3

OH
CH3

OH

OH
CH3

197.7

78.3

43.7
29.4

139.4
100.9

160.8

108.7
8.3

162.0177.3

111.7 113.0

113.4
140.4

83.5

59.6

213.7 80.0 69.2

17.0

99.8

101.7

 

Abbildung 34: Ausgewählte HMBC (→) - und H,H-COSY (↔)-Kopplungen des Agly-
kons von Mithramycin (20); die Aufnahme der Spektren erfolgte in CD3OD. Eine Aus-
nahme bildet die durch den gestrichelt gezeichneten Pfeil dargestellte Kopplung, die erst 
durch Aufnahme von 20 in DMSO sichtbar wurde. 

Eine vollständige Ermittlung der Konstitution vor allem im Zuckerbereich war 
nicht möglich, da sich mehrere NMR-Signale überlagerten. Ein Tochterionen-
Massenspektrum gab näheren Aufschluß über Art und Sequenz der Zuckerreste: Da-
bei entsprach dem Signal bei m/z = 847 im Tochterionen-Massenspektrum eine Mas-
sendifferenz von 259 zu dem Quasimolekülsignal bei m/z = 1106. Diese Differenz 
war der Disaccharidkette (A-B) zuzuordnen und damit den Zuckereinheiten D-
Olivose-3→1-D-Olivose Das Signal bei m/z = 427 wiederum wies eine Differenz 
von Δm = 420 zu dem Signal bei m/z = 847 auf. Dies entsprach der Abspaltung der 
Trisaccharidkette (C-E), bestehend aus D-Olivose-3→1-D-Oliose-D-3→1-D-
Mycarose. Durch die Massendifferenzen zwischen den außerdem auftretenden Signa-
len bei m/z = 703 und 573 mit den entsprechenden Massendifferenzen von 144, 130 
und 146 konnte diese Sequenz bestätigt werden. Da die Disaccharideinheit zuerst 
abgespalten wurde, schien die Disaccharidkette O-glycosidisch an die aromatische 
Einheit des Aglykons gebunden zu sein, weil eine β-Spaltung an aromatischen Sys-
temen bevorzugt ist. 

Die Ermittlung der Kopplungskonstanten konnte wegen sich überlagernder Sig-
nale nicht erfolgen. So blieben vor allem stereochemische Fragen offen.  
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Mithramycin (Plicamycin®) gehört wie auch die Chromomycine, Chromocyclo-
mycine, die Olivomycine und UCH 9 zu der Gruppe der Aureolsäure-Antibiotika44. 
Mithramycin zeigt eine Cytotoxizität gegen verschiedene Tumorzellinien, wie z.B. 
gegen die von Gehirntumoren. Dabei wird durch ein Mithramycin-Dimer-Chelat mit 
zweiwertigen Metallionen (vorzugsweise Fe2+, [(Mithramycin)2-Fe(II)]) die Protein-
bindung an GC-reiche Regulationseinheiten der SV40- und c-myc-Promotoren ver-
hindert45, 46, wodurch der Transkriptionsvorgang gestört wird. Von klinischer Bedeu-
tung ist der Einsatz gegen bestimmte Tumorarten wie z.B. metastasierendes Carci-
noma embryonale (ein von embryonalem Gewebe ausgehendes Carcinom, das v.a. 
Leber und Hoden betrifft) und gegen die sogenannte Paget`s bone disease (Ostitis 
deformans)43. Auch gegen Hypercalciämie und Hypercalciurie in Verbindung mit 
bösartigen Tumoren wird Mithramycin eingesetzt45.  

Der erste Versuch zur Strukturaufklärung von Mithramycin (20) wurde 1968 von 
M. N. Kolosov et al. vorgestellt47. In darauffolgenden Publikationen wurden die Se-
quenz sowie die Position der glycosidischen Bindungen der Zuckerreste mehrmals 
korrigiert. So lag bei dem Strukturvorschlag von Thiem et al.43 der Zucker Olivose 
nicht wie bei Kolosov et al.47 in der Mitte der Trisaccharideinheit, sondern befand 
sich in Zucker A der Disaccharidkette. Schließlich wurde die Struktur durch Patel et 
al.48 erneut überarbeitet, wobei die Olivose nun wieder im Zentrum des Trisaccharids 
zu finden war; im Gegensatz zu Kolosov et al. aber in Position C-3D mit dem fol-
genden Zucker verknüpft war44. (Bei Kolosov et al. erfolgte die Anknüpfung in Posi-
tion C-4D.) Da jedoch keine Beweise für den Struktuvorschlag von Platel et al.48 
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aufgeführt worden sind, wurde durch S. E. Wohlert et al.44 die Struktur erneut über-
arbeitet und durch verschiedene NMR-Experimente bestätigt. Als endgültige Struktur 
gilt der durch Wohlert et al. bewiesene Vorschlag von Patel et al.48. 

Stamm GW 44/1571    

Der Rohextrakt des Stammes GW 44/1571 fiel im biologischen Screening durch 
mittlelstarke Aktivitäten gegen Escherichia coli und Bacillus subtilis auf. Im Cytoto-
xizitätstest mit Artemia salina konnte eine Mortalitätsrate von 93 % festgestellt wer-
den. Im chemischen Screening waren auf dem Dünnschichtchromatogramm einige 
bei Tageslicht rote, z.T. stark schleifende Zonen auffällig, die mit Natronlauge eine 
blaue Farbreaktion zeigten. Der Streptomycet wurde schließlich im 15 l-Maßstab als 
Schüttelkultur fermentiert. Die folgende Extraktion mit Ethylacetat lieferte einen 
dunkelroten Rohextrakt von 2.6 g, welcher nach Aufnahme in Methanol mit Cyclo-
hexan extrahiert wurde. Das verbleibende Methanolgemisch wurde durch Mit-
teldrucksäulenchromatographie an Kieselgel in sechs Fraktionen getrennt. Für die 
Weiterbearbeitung wurde hiervon die Fraktion 5 bevorzugt, da vor allem diese durch 
interessante Aktivitäten bei der Hemmtestkontrolle auffiel (siehe Tabelle 23) und sie 
zudem mit 442.7 mg die größte Fraktionsmenge aufwies. Alle anderen Fraktionen 
stellten äußerst komplexe Substanzgemische mit gleichzeitig geringer Menge dar, 
weshalb eine weitere Aufreinigung im Vergleich zur Fraktion 5 trotz teilweise inte-
ressanter Bioaktivitäten nicht lohnenswert war. Die Fraktion 5 wurde durch Säulen-
chromatographie an Sephadex und anschließender präparativer Dickschichtchroma-
tographie gereinigt (siehe Abbildung 36). Man erhielt zwei rote Verbindungen 22 
und 25, die sich mit Natronlauge blauviolett verfärbten.  
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 Abbildung 35: Aufarbeitungsschema für die 15 l-Schüttelkultur von Streptomyces sp. GW 
44/1571. (SC = Säulenchromatographie; PDC = Präparative Dickschichtchromatographie.) 

Cosmomycin A 

Die Masse der isolierten Verbindung 22 konnte durch ESI-Massenspektrometrie 
zu 755.6 Dalton bestimmt werden. Damit war von einer ungeraden Anzahl an Stick-
stoffatomen auszugehen. Im EI-Massenspektrum konnte dagegen kein Molpeak er-
halten werden. Das 1H-NMR-Spektrum ließ bei δ = 13.83, 12.63 und 12.08 drei 1H-
Singuletts erkennen, die aufgrund ihrer Tieffeldlage chelierten Hydroxygruppen zu-
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geordnet wurden. Bereits mit diesen Informationen konnten nach einer Recherche in 
AntiBase® allein die Verbindungen Cosmomycin A (22) und das patentierte Kesa-
rirhodin B (21) erhalten werden. Beide Verbindungen gehören zu der Familie der 
Anthracyclinantibiotika und unterscheiden sich lediglich in der Position eines Trisac-
charids, welches O-glycosidisch mit dem aliphatischen Ring des Aglykons verknüpft 
ist. Während bei Cosmomycin A (22) die O-glycosidische Verknüpfung in Position 
C-10 erfolgt, findet sich das O-glycosidisch gebundene Trisaccharid bei Kesarirho-
din B (21) in Position C-7. Dabei ist das Trisaccharid von 21 identisch mit dem von 
22 und weist folgende Zuckersequenz auf: Ring A: Rhodosamin, Ring B und C: 
Rhodinose. Ferner zeigten die Signale im 1H-NMR-Spektrum bei δ = 7.7, 7.66-7.59 
und 7.22-7.18 mit jeweils einer Intensität von 1H, ein aromatisches ABC-System an, 
wie es auch auf die Verbindungen 21 und 22 zutraf. Der Bereich von δ = 5.48-4.97 
wies vier Singuletts der Intensität von je 1H auf und war charakteristisch für acetali-
sche Protonen.  
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Abbildung 36: Kesarirhodin B (21) und Cosmomycin A (22). 

Wenn es sich bei der isolierten Verbindung tatsächlich um 21 oder 22 handelte, 
so waren hiervon drei der Signale den anomeren Protonen im Trisaccharid zuzuord-
nen. Bei δ = 2.95-2.90 und 2.85-2.75 lagen zwei Multipletts der Intensität von 1 H 



 Stamm GW 44/1571   
    

65

mit leichtem Dacheffekt. Zwei Singuletts mit jeweils einer Intensität von 3 H er-
schienen bei δ = 2.67 und 2.53. Diese Signallage war charakteristisch für an Stick-
stoff gebundene Methylgruppen und könnte einer Dimethylaminogruppe entspre-
chen, wie sie bei den Verbindungen 21 bzw. 22 vorkam. Im aliphatischen Bereich 
verblieben elf Multipletts und drei Dubletts. Sollte es sich bei der isolierten Verbin-
dung um Kesarirhodin B (21) handeln, so waren im aliphatischen Bereich zwei Sin-
guletts der Intensität von 2H für die Methylengruppen in den Positionen C-9 und C-
10 zu erwarten. Da keine entsprechenden Signale vorzufinden waren, konnte Kesa-
rirhodin B (21) schnell ausgeschlossen werden. Ein 1H-NMR-Datenvergleich mit den 
veröffentlichten Werten49 für Cosmomycin A (22) zeigte weitgehende Übereinstim-
mung. Auffällig war der Unterschied der Signale für die Diethylaminogruppe. Wäh-
rend die veröffentlichten Daten ein breites Singulett bei δ = 2.25 für beide Methyl-
gruppen angaben, waren diese Methylgruppen im 1H-NMR-Spektrum der isolierten 
Verbindung als zwei deutlich getrennte, scharfe Singuletts bei δ = 2.67 und 2.53 zu 
sehen.  

 

Abbildung 37: 1H-NMR-Spektrum (300 MHz) von Cosmomycin A (22) in CDCl3. 

Im 13C-NMR-Spektrum waren bei δ = 190.8 und 185.7 zwei typische Signale für 
Ketocarbonylfunktionen zu erkennen. Die chemische Verschiebung der Signale bei δ 
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= 162.5, 158,0 und 156.3 war charakteristisch für aromatische Kohlenstoffatome mit 
Sauerstoffunktion, wobei es sich nach 1H-NMR-Spektrum sehr wahrscheinlich um 
die drei chelierten Hydroxygruppen handelte. Auch diese Daten standen im Einver-
nehmen mit einem Anthrachinongrundgerüst wie bei 22. Dem verbleibenden Bereich 
sp2-hybridisierter Kohlenstoffatome waren neun Signale zu entnehmen. Die Signale 
bei δ = 98.6, 98.2 und 96.3 waren charakteristisch für acetalische C-Atome und 
könnten damit den anomeren C-Atomen in einem Zuckerrest entsprechen, wie es bei 
dem Glycosidantibiotikum 22 der Fall war. Dies würde auch das fehlende EI-
Molekülion erklären, da Glycosidantibiotika in der Regel während der Ionisation 
fragmentieren und häufig nur noch das Aglykon detektiert werden kann. Im Bereich 
von δ = 74.0 bis 61.0 lagen zehn Signale, wobei nach dem 13C/APT-NMR-Spektrum 
neun Signale Methingruppen und das Signal bei δ = 71.7 einem quartären C-Atom 
zuzuordnen waren. Bei den Signalen mit den chemischen Verschiebungen von δ = 
41.9 und 41.2 konnte es sich um die vermutete Dimethylaminogruppe handeln. (Je-
doch konnten auch zwei Monomethylaminogruppen vorliegen. Um in diesem Fall 
der ungeraden Molmasse der Verbindung Rechnung zu tragen, müßte noch mindes-
tens ein zusätzliches drittes Stickstoffatom vorliegen. Diese Möglichkeit konnte aber 
unter Berücksichtigung der Masse sämtlicher 1H-, bzw. 13C-Signale im Abgleich mit 
der ermittelten Gesamtmasse ausgeschlossen werden, da ein drittes Stickstoffatom 
sich nicht mehr mit der Molmasse der Substanz vereinbaren ließe. Zuletzt sah man 
Signale zwischen δ = 31.0 bis 20.9 für sechs Methylengruppen und im Bereich von δ 
= 18.1 bis 6.6 vier Signale für Methylgruppen.  

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20  0

 
Abbildung 38: 13C-NMR-Spektrum (50 MHz) von Cosmomycin A (22) in CDCl3. 
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Ein Vergleich veröffentlichter 13C-NMR-Daten von Cosmomycin A50 (22) mit 
der isolierten Verbindung zeigte weitgehend Übereinstimmung (siehe Tabelle 6). 
Eine Ausnahme stellten wie im 1H-NMR-Spektrum die Werte für die Dimethylami-
nogruppe dar (δCexp = 41.9 und 41.2, δClit = 43.3). Zur Strukturkontrolle wurden daher 
ein H,H-COSY-, HSQC- und HMBC-Spektrum gemessen und ausgewertet. Das 
Aglykon der isolierten Verbindung entsprach hiernach dem von Cosmomycin A (22). 
In Abbildung 40 sind die entsprechenden HMBC- und H,H-COSY-Kopplungen dar-
gestellt.  
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Abbildung 39: Aglykon von Cosmomycin A (22) und der Zucker Rhodosamin (23), 
welcher O-glycosidisch mit dem Aglykon verknüpft ist. 

Die Identität der Zuckermoleküle konnte nicht eindeutig festgelegt werden, da 
sich die zugehörigen Signale im 1H-NMR-Spektrum stark überlagerten. Lediglich 
der an das Aglykon gebundene Zucker-Ring A konnte nach H,H-COSY und HMBC-
Korrelationen als Rhodosamin (23) identifiziert werden (siehe Abbildung 40). Die C-
Atome der Dimethylaminogruppe koppelten im HMBC-Spektrum gegenseitig auf-
einander. Der verbleibende Zuckerrest sollte mit Hilfe eines Tochterionen-
Massenspektrums näher definiert werden. Dabei erhielt man nach der ersten Frag-
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mentierung zwei Signale bei m/z = 643 und m/z = 528. Dem ersten Signal entspricht 
eine Massendifferenz von 114 zum Gesamtmolekül mit m/z = 757, dem zweiten Sig-
nal eine Differenz von 229, was für die beiden erwarteten Rhodinose-Moleküle spre-
chen würde. Eine zweite Fragmentierung gab eine Differenz von 175 zwischen den 
Signalen bei m/z = 528 und 353. Dies entsprach der Abspaltung von einem Wasser-
molekül und dem bereits als Rhodosamin identifizierten Zucker A. Dieser war O-
glycosidisch in Position C-10 mit dem Aglykon verbunden, wie eine Kopplung des 
Protons am anomeren Kohlenstoffatom mit δH = 5.48 auf das C-Atom in Position C-
10 bei δ = 70.7 zeigte. Hiernach lag die gleiche Zuckersequenz wie bei Cosmomycin 
A (22) vor. Da auch das Aglykon dem des Cosmomycins A entsprach und auch die 
13C-NMR-Werte gute Übereinstimmung zeigten, handelte es sich bei der isolierten 
Verbindung sehr wahrscheinlich um Cosmomycin A (22). Letzteres wurde 1984 
erstmals von Toshihiko Ando et al.50 aus Streptomyces cosmosus isoliert und ist aktiv 
gegen Tumorzellinien der Maus (ID50 (μg/ml) = 0.091; MSV-3T3) sowie gegen epi-
dermale Karcinom-Zellen des Menschen (ID50 (μg/ml) = 0.16; KB). Im Agardiffusi-
onstest wurden mittelstarke Aktivitäten der isolierten Verbindung 22 gegen Escheri-
chia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus und Streptomyces viridochromo-
genes gefunden (siehe Tabelle 10).  
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Abbildung 40: Tochterionen-Massenspektrum von Cosmomycin A (22). 
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Tabelle 6: Vergleich der 13C-NMR-Literaturwerte für Cosmomycin A (22)50 mit den ex-
perimentellen Werten.  

Position Cosmomycin A(lit.) Cosmomycin A(exp.) 
1 119.3 119.4 
2 136.8 136.1 
3 124.2 124.5 
4 162.3 162.5 
4a 115.8 116.0 
5 190.4 190.8 
5a 110.5 110.8 
6 156.4 156.3 
6a 137.2 136.9 
7 21.0 20.9 
8 26.9 26.8 
9 71.7 71.6 

10 70.1 70.7 
10a 141.1 141.0 
11 158.2 158.0 
11a 110.0 110.3 
12 185.3 185.7 
12a 133.4 133.5 
13 30.9 31.0 
14 6.7 6.6 
1’ 97.0 96.3 
2’ 29.7 29.7 
3’ 61.5 61.0 
4’ 74.2 72.6 
5’ 68.8 68.4 
6’ 18.1 18.1 

N(CH3) 43.3 41.9/41.2 
1’’ 98.6 98.3 
2’’ 24.6 23.9 
3’’ 24.6 24.0 
4’’ 75.3 74.0 
5’’ 66.7 66.7 
6’’ 17.1 17.1 
1’’’ 99.5 98.6 
2’’’ 23.6 23.6 
3’’’ 26.0 25.8 
4’’’ 66.7 67.4 
5’’’ 67.5 68.3 
6’’’ 17.1 16.9 

Cytorhodin J  

Die zweite Verbindung 25 konnte mit einem Gemisch aus CHCl2/CH3OH von 
der Sephadex-Säule eluiert werden. Die Molmasse wurde anhand des ESI-Massen-
spektrums zu 770 Dalton bestimmt. Im EI-Massenspektrum konnte kein Molpeak 
erzielt werden. Das 1H-NMR-Spektrum ließ drei chelierte Hydroxygruppen bei δ = 
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13.53, 12.86 und 12.18 erkennen. Dem Bereich aromatischer Protonen waren ein 
Dublett bei δ = 7.87 und ein Multiplett bei δ = 7.30 sowie ein Triplett bei δ = 7.69 
mit jeweils der Intensität von 1H zu entnehmen. Zwischen δ = 5.43 bis 3.95 lagen 
acht Signale mit einer Gesamtintensität von 9H. Dieser Bereich ist u.a. charakteris-
tisch für Protonen mit geminaler Sauerstoffunktion. Bei δ = 3.70 lag ein Singulett mit 
der Intensität von 3H, welches einen Methylester oder eine aromatisch gebundene 
Methoxygruppe anzeigen könnte. Bei δ = 3.58, 3.54 und 3.50 lagen drei Singuletts 
mit jeweils einer Intensität von 1H. Zwischen δ = 2.39 und 1.53 erschienen vier Mul-
tipletts mit einer Gesamtintensität von 14H, was auf sieben Methylengruppen schlie-
ßen ließ. Schließlich waren vier Methylgruppen den Signalen bei δ = 1.10 bis 1.26 
zuzuordnen. 

8 7 6 5 4 3 2 1

 
Abbildung 41: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Cytorhodin J (25) in CDCl3. 

Im 13C-NMR-Spektrum wurden bei δ = 190.9 und 186.2 zwei Ketocarbonylfunk-
tionen angezeigt, die wegen der relativ hochfeldverschobenen Lage einem chinoiden 
System zuzuordnen waren.  

Die Signale bei δ = 162.8, 157.1 und 157.0 wurden den nach dem 1H-NMR-
Spektrum vermuteten C-Atomen mit chelierten Hydroxygruppen zugeordnet. Das 
Signal bei δ = 171.5 wies auf das C-Atom einer Carbonsäure- bzw. Carbonsäure-
esterfunktion hin. Dem Bereich sp2-hybridisierter Kohlenstoffatome waren neun Sig-
nale zu entnehmen. Wenn es sich hierbei ausschließlich um aromatische Kohlen-
stoffatome handelte, dann könnten diese zusammen mit den Kohlenstoffatomen der 
chelierten Hydroxygruppen und den beiden Ketocarbonylfunktionen ein Anthrachi-
nongerüst bilden. Die Signale bei δ = 101.5, 99.6 und 99.5 wurden auf drei acetali-

13.8 12.8 11.8
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sche Kohlenstoffatome zurückgeführt. Zwischen δ = 75.0 – 66.8 lagen sieben Signa-
le, für die der charakterisrischen chemischen Verschiebung zufolge, Kohlenstoffato-
me mit Sauerstoffbindung angenommen wurden. Das Signal bei δ = 52.3 war typisch 
für Methoxygruppen. Dabei konnte eine aromatisch gebundene Methoxygruppe aus-
geschlossen werden, da hierfür ein entsprechendes Signal bei δC ≈ 150-160 für das 
zugehörige aromatische Kohlenstoffatom fehlte. Auch ein aliphatischer Methylether 
konnte ausgeschlossen werden, da in diesem Fall ein weiteres Signal im Bereich von 
δ = 50 - 75 zu erwarten wäre, welches hier jedoch fehlte. Hingegen sprach für einen 
Methylester das Signal bei δ = 171.5, dessen chemische Verschiebung u.a. typisch 
für ein Carbonyl-C-Atom in einem Carbonsäureester war. Der Bereich zwischen δ = 
33.5 und 22.6 war nur ungenügend auswertbar, da Signale von Verunreinigungen 
störten.  
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Abbildung 42: 13C-NMR-Spektrum (125 MHz) von Cytorhodin J (25) in CDCl3. 

Näheren Aufschluß lieferte schließlich das HSQC-Spektrum. Hiernach waren den 
Multipletts zwischen δH = 2.39 und 1.53, denen eine Gesamtintensität von 16H ent-
sprach, die fünf Signale bei δC = 33.5, 33.4, 24.8, 24.7 und 24.5 zuzuordnen. Damit 
mußten einige der Signale im 13C-Spektrum zusammenfallen bzw. nur unzureichend 
aufgelöst sein. Die verbleibenden Signale in dem genannten Bereich von δ = 33.5 bis 
22.6 zeigten im HSQC-Spektrum zum einen Teil keine Korrelationen, was mögli-
cherweise auf quartäre C-Atome zurückzuführen war (ein auswertbares 13C-
APT/NMR-Spektrum konnte wegen zu geringer Substanzmenge nicht erhalten wer-
den). Für diese Möglichkeit wären die Signale jedoch auffällig stark hochfeldver-
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schoben. Zum anderen Teil waren Kopplungen von Protonensignalen zu erkennen, 
die jedoch nach Bewertung der jeweiligen Integrale nicht zu der gesuchten Verbin-
dung gehören konnten. Schließlich konnte mit Hilfe des HMBC-Spektrums allein das 
Signal bei δ = 32.4 als quartäres Kohlenstoffatom (C-13) identifiziert werden, da 
hierauf deutliche Kopplungen von den Protonen des Multipletts bei δ = 2.20-2.15 zu 
sehen waren. Zuletzt zeigten die Signale bei δ = 17.2, 17.1, 14.1 und 6.8, die nach 
Auswertung des 1H-NMR-Spektrums erwarteten vier Methylgruppen an. Mit diesen 
Daten wurde eine Substruktursuche in AntiBase® durchgeführt, wobei man als einzi-
gen Eintrag die patentierte Verbindung Cytorhodin J (25)51 erhielt (siehe Abbildung 
44). Ein Vergleich der 1H-NMR-Daten ergab weitgehende Übereinstimmung52 (siehe 
Tabelle 7), 13C-NMR-Daten wurden nicht veröffentlicht. 

 

Abbildung 43: Struktursuche in AntiBase® mit ausgewählten spektroskopischen Daten 
von 25. 
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Tabelle 7: Vergleich der 1H-NMR-Daten von Cytorhodin J (25) exp. Mit den Literaturwer-
ten52. 

 

Cytorhodin J (25) gehört zu der Familie der Anthracyclinglycosid-Antibiotika. 
Das Aglykon entspricht dabei der Verbindung ε-Rhodomycinon (24)53. In Position 
C-7 findet sich die O-glycosidische Bindung zu einem Trisaccharid, bestehend aus 
drei Molekülen Rhodinose. Da in dem Patent51 für 25 keine 13C-NMR-Daten veröf-
fentlicht waren, wurden schließlich zur sicheren Bestimmung der Struktur die H,H-
COSY, HSQC- und HMBC-Spektren aufgenommen und ausgewertet. Dabei ließen 
die HMBC-Kopplungen keinen Zweifel darüber, daß das Aglykon der isolierten 
Verbindung mit ε-Rhodomycinon (24) identisch war (siehe Abbildung 45). Zur zu-
sätzlichen Absicherung der Struktur wurden die 13C-NMR-Werte von 2553 mit denen 
für das Aglykon der isolierten Verbindung verglichen. Dabei stimmten die Werte im 
Wesentlichen überein; eine Ausnahme bildete verständlicherweise die Position C-7, 
von welcher die O-glycosidische Bindung ausging (siehe Tabelle 8).  

 

Position Cytorhodin J (lit.) Cytorhodin J (exp.) 

1 7.88 7.87 

2 7.7 7.69 

3 7.34 7.30 

4-, 6-, 11-OH 13.52, 12.88, 12.19 13.52, 12.86, 12.18 

7 5.28 5.27 

10 4.3 4.28 

1’ 5.45 5.43 

1’’,1’’’ 4.83-4.86 4.82, 4.86 

4’, 4’’, 4’’’ 3.51-3.6 3.50, 3.54, 3.58 

5’, 5’’, 5’’’ 3.94-4.12 3.95, 4.15-4.03 

COOCH3 3.7 3.70 

1 × CH2 2.36 2.34 

7 × CH2 1.7-2.25 2.15-2.22, 2.02-2.10, 1.55-
1.80 

OH 1.6 - 

4 × CH3 1.1-2.2 1.32-1.20, 1.16, 1.10 
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Abbildung 44: ε-Rhodomycinon (24) (entspricht dem Aglykon von Cytorhodin J 
(25)). 

Zwar konnten durch HSQC-Experimente sämtliche C→H Zuordnungen getroffen 
werden (siehe Tabelle 9), jedoch konnten die genauen Positionen sowie die Verknüp-
fung zum Aglykon des Trisaccharids nicht angegeben werden, da zum Teil die ent-
sprechenden HMBC-Kopplungen fehlten und die H,H-COSY-Korrelationen nur un-
zureichend waren. Das Tochterionen-Massenspektrum stützte aber die Annahme, daß 
das Trisaccharid aus drei Rhodinose-Einheiten aufgebaut sein mußte. Nach Fragmen-
tierung der Substanz waren zwei Signale bei m/z = 679 und 565 zu erkennen. Dies 
entsprach einer Massendifferenz zu dem Quasimolekülpeak bei m/z = 793 von 114 
bzw. 228, so daß insgesamt die beiden endständigen Rhodinosemolekülen abgespal-
ten sein mußten. Wenn auch die Stereochemie des Trisaccharids nicht geklärt werden 
konnte, so scheint die isolierte Verbindung nach dieser Datenlage sowie aufgrund der 
guten Übereinstimmung mit den veröffentlichten 1H-NMR-Werten52, mit Cytorhodin 
J (25) identisch zu sein.  

Cytorhodin J (25) hemmt das Wachstum von verschiedenen Mikroorganismen 
wie z. B. Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus und Candida 
albicans52. Die isolierte Verbindung 25 zeigte im Agardiffusionstest mittelstarke 
Aktivitäten gegen Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus und 
Streptomyces viridochromogenes (siehe Tabelle 10). 
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Tabelle 8: Vergleich der 13C-NMR-Daten von Cytorhodin J (25) (exp.) mit den Literatur-
werten für ε-Rhodomycinon (24)53 (gemessen in CDCl3). 

C-Atom ε-Rhodomycinon  Cytorhodin J exp. 

1 119.4 119.6 

2 137.7 137.0 

3 124.6 124.8 

4 162.1 162.8 

4a 115.6 116.2 

5 190.3 190.9 

5a 111.1 111.6 

6 155.9* 157.1 

6a 134.4 135.7 

7 61.8 71.3 

8 34.2 33.5 

9 71.5 70.6 

10 52.3 52.25 

10a 136.9 136.3 

11 156.2* 157.0 

12 185.7 186.2 

12a 133.0 133.6 

13 32. 4 32.4 

14 6.5 6.8 

15 171.3 171.5 

16 51.5 52.29 

*Signale sind austauschbar 
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Tabelle 9: HSQC-Korrelationen des Trisaccharid-Teils von Cytorhodin J (25). 

C-Atom [δ] H-Atom [δ] 

101.5 5.43 

99.6 4.86 

99.5 4.84 

75.0 3.50 

74.3 3.54 

67.7 4.15-4.03 

67.6 3.58 

67.1 3.95 

66.8 4.15-4.03 

26.0 1.80-1.55 

24.8 2.10-2.02 

24.7 1.73-1.53 

17.19 1.13-1.08 

17.15 1.21 

17.10 1.16 
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Tabelle 10: Bioaktivitäten des Rohextraktes von Streptomyces sp. GW 44/1571, der Kiesel-
gelfraktion 5 des entsprechenden Rohextraktes sowie von Cosmomycin A (22) 
und Cytorhodin J (25) im Vergleich.  

Testkeim Rohextrakt Fraktion 5 Cosmomycin 
A 

Cytorhodin J 

Escherichia coli 20 25 25 23 

Bacillus subtilis 21 25 25 23 

Streptomyces viridoch-
romogenes (Tü 57) 18 20 20 17 

Candida albicans 0 0 0 0 

Mucor miehei (Tü 284) 0 0 0 0 

Staphylococcus aureus 18 23 23 21 

Chlorella sorokiniana 11 18 0 0 

Chlorella vulgaris 11 16 0 0 

Scenedesmus subspicatus 0 12 0 0 

 

Marine Streptomyceten 

Stamm B 5546 

Der Rohextrakt des marinen Streptomyceten Stammes B 5546 zeigte im biologi-

schen Screening schwache Aktivität gegen Chlorella sorokiniana und starke Aktivi-

tät gegen Mucor miehei (Tü 284). Da der im Primärscreening eingesetzte Rohextrakt 

gegen alle übrigen Testorganismen wirkungslos war, lag eine sehr selektive Wirkung 

vor. Beim chemischen Screening waren auf dem Dünnschichtchromatogramm zwei 

bei Tageslicht gelbe Zonen (Rf = 0.92 und Rf = 0.56; CH2Cl2/10 % CH3OH) sowie 

mehrere Fluoreszenz löschende Zonen auffällig. Die Anzucht des Stammes erfolgte 

im Umfang einer 24 l-Schüttelkultur, die nach viertägigem Wachstum mit Ethylace-

tat und Aceton extrahiert worden ist. Der hieraus resultierende gelbbraune Gesamt-

rohextrakt von 1.87 g wurde durch Vakuum-Liquid-Chromatographie in vier Frakti-
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onen vorgetrennt. Nach Überprüfen der biologischen Aktivität (siehe Tabelle 25) 

wurden die Fraktionen 3 und 4 bevorzugt weiterbearbeitet. Dabei fiel auf, daß die 

Fraktionen 2-4 gegen alle Testorganismen aktiv waren und nun gegen Streptomyces 

viridochromogenes bei Fraktion 3 sogar eine mittlere Aktivität vorlag, während ge-

gen Mucor miehei (Tü 284) nur noch schwache Aktivitäten beobachtet wurden. 

 

Abbildung 45: Aufarbeitungsschema für die 24 l-Schüttelkultur von Streptomyces sp. B 
5546 (SC = Säulenchromatographie; PDC = Präparative Dickschichtchromatographie; RP 
= reverse phase). 

Filtrat Mycel 

Rohextrakt 
(1.87 g) 

Kultur B 5546 

Fraktionen 1-2 Fraktion 3 

über Celite filtrieren 

24 l-Schüttelkultur (M2
+/50% 

Seewasser, 28 °C) 

Vakuum-Liquid-Chromatographie  

 an Kieselgel 

Einengen der organischen Phase 
               i.Vak. 

3 × mit EtOAc 
extrahieren 

3 × mit EtOAc extrahieren und 
2 × digerieren 

RP-HPLC 

Fraktion 4 

14-Hydro-Rubiflavinon C-2 
(27) 

Collismycin A 
(32) Fraktion 3a Fraktion 3b 

PDC an Kie-
selgel 

SC an  Sephadex 
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14,15-Dihydro-rubiflavinon C-2  

Die Fraktion 3 wurde durch PDC an Kieselgel und anschließender präparativer 
RP-HPLC gereinigt. Man erhielt die unpolare gelbe Verbindung, welche bereits im 
Primärscreening (Rf = 0.96; CH2Cl2/10% CHCl3) aufgefallen war. Das ESI-
Massenspektrum ließ eine Molmasse von 388 Dalton annehmen. Der Molekülpeak 
im EI-Massenspektrum mit m/z = 388 bestätigte diese Vermutung. Durch EI-
Hochauflösung konnte schließlich die Summenformel der zu C24H20O5 bestimmt 
werden. Die Substanz verfärbte sich mit Natronlauge rot, was möglicherweise auf ein 
peri-Hydroxychinon zurückzuführen war. Das 1H-NMR-Spektrum unterstützte diese 
Vermutung durch das Singulett der Intensität von 1H bei δ = 12.94, welches einer 
chelierten Hydroxygruppe entsprach. Ferner waren Signale für ein ABC-Spinsystem 
zu erkennen (δ = 7.80, 7.66 und 7.34), welche typischerweise in zwei Dubletts von 
Dubletts und ein Triplett aufgespalten waren. Ein Singulett der Intensität von 1H bei 
δ = 6.22 deutete auf ein olefinisches oder aromatisches Proton hin. Die zwei Mul-
tipletts mit jeweils einer Intensität von 1H bei δ = 5.53 und 5.38 wurden olefinischen 
Protonen zugeordnet. Das Quartett bei δ = 2.84 zeigte ein Proton an, welches bei 
Übereinstimmung der jeweiligen Kopplungskonstanten (J = 7.0 Hz) zu der Methyl-
gruppe bei δH = 1.58 benachbart war, deren Signal als Dublett aufgespalten vorlag. 
Zwei Multipletts mit deutlichem Dacheffekt der Intensität von jeweils 1H waren bei 
δ = 2.71 und 2.49 zu sehen. Dabei können ausgeprägte Dacheffekte oftmals als Hin-
weis auf eine geminale Stellung der Kopplungspartner gewertet werden. Außerdem 
lag bei δ = 3.00 ein Singulett der Intensität von 3H vor, wobei es sich aufgrund der 
relativen Tieffeldlage des Signals wahrscheinlich um eine aromatisch gebundene 
Methylgruppe handelte. Jedoch konnte auch durchaus eine hochfeldverschobene, 
aliphatische Methoxygruppe in Frage kommen. Diese Möglichkeit wurde durch die 
Auswertung des anschließenden 13C-Experiments ausgeschlossen, da ein entspre-
chendes Signal im Bereich von δ ≈ 40-60 fehlte. Schließlich verblieb ein Dublett bei 
δ = 1.42 für eine Methylgruppe.  

 



 Stamm B 5546   
    

81

8 7 6 5 4 3 2 1

 
Abbildung 46: 1H-NMR-Spektrum (600 MHz) von 14,15-Dihydro-rubiflavinon C-2 
(27) in CDCl3. 

Das 13C-NMR-Spektrum zeigte zwei Signale bei δ = 187.3 und 182.0, die charak-
teristisch für Chinonkohlenstoffatome waren. Der Unterschied der chemischen Ver-
schiebung für diese Atome war damit zu erklären, daß die nach dem 1H-NMR-
Spektrum identifizierte Hydroxygruppe zu dem Sauerstoffatom der Carbonylgruppe 
bei tieferem Feld (δC = 187.3) cheliert war. Die Signale bei δ = 179.3 und 172.4 
konnten auf Carbonylfunktionen in beispielsweise einer Carbonsäureester- oder Car-
bonsäureamidgruppe hinweisen. Die Signale bei δ = 162.6 und 156.7 waren typisch 
für aromatische Kohlenstoffatome mit Sauerstoffbindung, wobei eines hiervon auf 
die chelierte Hydroxygruppe zurückzuführen war. Ferner verblieben im aroma-
tisch/olefinischen Bereich 13 Signale zwischen δ = 111.3 – 149.7. Dieser Datenlage 
zufolge wurde von einem Hydroxyanthrachinon als Grundgerüst für die isolierte 
Verbindung ausgegangen. Schließlich waren im aliphatischen Bereich zwischen δ = 
12.9 – 39.0 fünf Signale zu erkennen, die nach Vergleich mit dem 13C/APT-NMR-
Spektrum auf eine Methin-, eine Methylen- und drei Methylgruppen zurückzuführen 
waren.  
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Abbildung 47: 13C-NMR-Spektrum (150 MHz) von 14,15-Dihydro-rubiflavinon C-2 
(27) in CDCl3. 

Eine Datenbankrecherche in AntiBase® mit diesen Angaben ergab keinen exakt 
passenden Eintrag. Jedoch wurde nach einer weniger eingrenzenden Suche Verbin-
dungen aus der Familie der Pluramycin-Antibiotika mit ähnlichen NMR-Daten ange-
zeigt. Anhand der anschließend durchgeführten H,H-COSY, HSQC und HMBC Ex-
perimente ließ sich tatsächlich das für Pluramycine typische Anthrachinon-γ-Pyron-
Grundgerüst nachweisen (siehe Abbildung 49). 
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Abbildung 48: Pluramycin-Grundgerüst (26) 

So zeigte das Proton der Hydroxygruppe im HMBC-Spektrum zwei 3J-
Kopplungen auf die Kohlenstoffatome bei δ = 116.8 (Cq) und 125.3 (CH, 7.34) sowie 
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eine 2J-Kopplung auf das C-Atom bei δ = 162.6, das der chemischen Verschiebung 
nach die Hydroxygruppe tragen mußte. Die Protonen bei δ = 7.34 und 7.80 koppelten 
auf das quartäre C-Atom bei δ = 116.8 (3J), das Proton bei δ = 7.80 zeigte zudem 
zwei 3J-Kopplungen auf die C-Atome bei 182.0 und 125.3 (CH, 7.24). Das Proton 
bei δ = 7.66 koppelte auf das quartäre C-Atom bei δ = 132.3. Schließlich wurde 
durch die H,H-COSY-Korrelationen die Positionen der drei aromatischen Protonen 
des 1,2,3-trisubstituierten Benzolringes endgültig geklärt (siehe Fragment I in Abbil-
dung 50).  

OH O

O

H

H
H

125.3

136.3
119.3

116.8

182.0

187.3162.6

132.2

 

                                                                   I 

Abbildung 49: HMBC- (→) und H,H-COSY-Korrelationen (↔) des Fragmentes I 
von 14,15-Dihydro-rubiflavinon C-2 (27). 

Das Proton bei δ = 8.30 wies vier 3J-Kopplungen zu den C-Atomen bei δ = 182.0, 
126.5, 119.7 und 24.3 auf. Ferner war eine schwache 4J-Kopplung auf das C-Atom 
bei δ = 187.3 zu erkennen.  
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Abbildung 50: HMBC-Spektrum (600 MHz) von 14,15-Dihydro-rubiflavinon C-2 

(27) in CDCl3. 

Das olefinische Proton bei δ = 6.22 koppelte auf die C-Atome bei δ = 172.4, 
149.7, 39.0 und zeigte eine schwache Kopplung auf das C-Atom bei δ = 179.3. Die 
Protonen des Singuletts bei δ = 3.00 ließen sich nach der HMQC-Auswertung dem 
C-Atom bei δ = 24.3 zuordnen und zeigten zwei 3J-Kopplungen zu den C-Atomen 
bei δ = 125.5 (CH, 8.30 ppm) und 149.7 sowie eine 2J-Kopplung auf das C-Atom bei 
δ = 119.7, an welches also die Methylgruppe gebunden war. Außerdem lagen deutli-
che 4J-Kopplung auf die C-Atome bei δ = 126.5, 156.7 und 179.3 vor. Obwohl bei 
HMBC-Experimenten in der Regel 2J- und 3J-Kopplungen auftreten, können mitun-
ter bei fixierten Ringsystemen auch 4J- und 5J-Kopplungen beobachtet werden. Da-
mit war das Anthrachinon-γ-Pyron-Grundgerüst aufgeklärt. Die Seitenkette wurde 
vor allem durch H,H-COSY-Korrelationen festgelegt.  
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Abbildung 51: HMBC- (→) und H,H-COSY-Korrelationen (↔) des Fragments II 
und des Seitenkettenrestes R von 14,15-Dihydro-rubiflavinon C-2 
(27). 

So korrelierte das Signal bei δ = 1.42 der Methylgruppe mit δC = 17.7 zu dem 
Methinproton bei δ = 2.84 und zeigte außerdem eine 3J-Kopplung auf das C-Atom 
bei δ = 172.4. Das Methinproton bei δ = 2.84 war nach der HSQC-Kopplung dem C-
Atom bei δ = 39.0 zuzuordnen und koppelte seinerseits auf das C-Atom bei δ = 
172.4. Hiermit war die Verknüpfung der Seitenkette zu dem Grundgerüst bestimmt. 
Das Proton bei δ = 2.84 korrelierte im H,H-COSY-Spektrum mit den Protonen bei δ 
= 2.81 und 2.71, die mit dem C-Atom bei δ = 31.5 verknüpft waren und welche un-
tereinander geminale H,H-Kopplungen zeigten, auf die auch der starke Dacheffekt 
im 1H-NMR-Spektrum Hinweise lieferte. Beide Protonen waren nach der H,H-
COSY-Auswertung zu dem Proton bei δ = 5.38 benachbart und dieses zu dem Proton 
bei δ = 5.53. Letztere waren mit den C-Atomen 126.6 bzw. 126.7 assoziiert, womit 
die zweite Doppelbindung lokalisiert war (eine eindeutige Zuordnung der Protonen 
war wegen der ungenügend aufgelösten Kohlenstoffatomsignale nicht möglich).  
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Abbildung 52: Ausschnitt des H,H-COSY-Spektrums (600 MHz) von 14,15-Dihydro-
rubiflavinon C-2 (27) in CDCl3. 

Das Proton bei δ = 5.53 war schließlich zu der terminalen Methylgruppe benach-
bart (δH = 1.58 und δC = 12.9). Nicht geklärt werden konnte, ob es sich hierbei um 
cis- oder trans-ständige Protonen handelte, da die Signale beider Protonen als Mul-
tiplett aufgespalten waren und damit eine Kopplungskonstante nicht ermittelt werden 
konnte. Auch war keine ausreichende Substanzmenge für NOE-Experimente vorhan-
den. Es war aber anzunehmen, daß die stabilere E-Form vorlag. So wurde beispiels-
weise von R. W. Schuhmacher et al55 beobachtet, daß das Pluramycinderivat Ru-
biflavinon C-1 (29) (cis-ständige Protonen in den Positionen C-17 und C-18) wäh-
rend des Isolierungsprozesses zu Rubiflavinon C-2 (28) (trans-ständige Protonen in 
den Positionen C-17 und C-18) isomerisiert. Das gleiche wurde auch von H. Nadig et 
al. festgestellt.54  

Allein auf das quartäre C-Atom bei δ = 135.9 konnte keine HMBC-Kopplung be-
obachtet werden. Jedoch sollte aufgrund des gesamten Korrelationsmusters der 
NMR-Daten und dem Vergleich mit Literaturwerten bekannter Pluramycine55, wie 
z.B. Rubiflavinon C-1 die in Abbildung 57 angegeben Position in Betracht kommen.  
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Bemerkenswert für die Charakterisierung der Seitenkette war auch das Fragmen-
tierungsmuster im EI-Massenspektrum. So waren neben dem Molekülpeak bei m/z 
(%) = 388.1 (39) vor allem die Peaks bei m/z (%) = 334.1 (56) und m/z (%) = 281.1 
(100) aufgefallen. Hierbei beträgt die erste Massendifferenz zum Molekülpeak 54, 
welche auf eine McLafferty-Umlagerung zurückzuführen ist. Dabei wurde das H-
Atom in Position C-17 (unter Verschiebung der π-Elektronen der Doppelbindung 
zwischen C-2 und C-3 auf C-3) auf das C-Atom in Position 3 übertragen. Dadurch 
kam es zum Bindungsbruch zwischen C-14 und C-16 und zur Abspaltung einer un-
geladenen C4H6-Einheit (siehe Abbildung 54). Die Massendifferenz von 53 zwischen 
den Peaks bei m/z = 334.1 und 281.1 ließ sich durch eine anschließende Retro-Diels-
Alder-Reaktion (RDA-Reaktion) erklären. Hierbei kam es zu der in Abbildung 55 
dargestellten Verschiebung der Bindungen im „McLafferty-Produkt“ unter Bildung 
einer Dien- und einer En-Komponente. Dabei ist die Dien-Komponente der Ladungs-
träger und erscheint mit einer Masse von m/z = 281.1. Der RDA-Reaktionstyp wird 
häufig bei Naturstoffen vorgefunden und ist dabei oft sehr hilfreich bei deren Identi-
fizierung.  
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Abbildung 53: McLafferty-Umlagerung im Seitenkettenbereich von 14,15-Dihydro-
rubiflavinon C-2 (27). 
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Abbildung 54: Retro-Diels-Alder-Reaktion des „McLafferty-Produkts“ von 14,15-
Dihydro-rubiflavinon C-2 (27). 

 
Abbildung 55: EI-Massenspektrum von 14,15-Dihydro-rubiflavinon C-2 (27). 

Die Verbindung 14,15-Dihydro-rubiflavinon C-2 (27) wurde weder in den Da-
tenbanken Chemical Abstracts, Beilstein noch in AntiBase® oder dem Dictionary of 
Natural Products (DNP) gefunden und gilt damit als neuer Naturstoff. 14,15-
Dihydro-rubiflavinon C-2 (27) zeigte schwache Aktivitäten gegen die Bakterien E-
scherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus und mittelstarke Aktivitäten 
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gegen Streptomyces viridochromogenes (Tü 57). Keine Aktivitäten konnten gegen 
die getesteten Grünalgen festgestellt werden.  

Tabelle 11: Vergleich der 13C-NMR-Daten (δ-Werte) von β-Indomycinon55 (30), 14,15-
Dihydro-rubiflavinon C-2 (27) und Rubiflavinon C-155 (29). 

C-Atom β-Indomycinon 
(lit.) 

14,15-Dihydro-
rubiflavinon   C-

2 

Rubiflavinon C-1  
(lit.) 

2 171.8 172.4 164.4 

3 109.6 111.3 109.7 

4 179.2 179.3 179.6 

4a 126.3 126.5 126.8 

5 150.0 149.7 150.1 

6 125.7 125.5 125.6 

6a 136.0 135.9 136.8 

7 181.8 182.0 182.2 

7a 132.3 132.3 132.8 

8 119.5 119.3 139.5 

9 136.5 136.3 119.5 

10 125.4 125.3 136.6 

11 162.7 162.2 163.0 

11a 116.8 116.8 117.3 

12 187.4 187.3 188.0 

12a 119.6 119.7 119.4 

12b 156.1 156.7 156.6 

13 24.2 24.3 24.2 

14 73.7 39.0 123.5 

15 26.1 17.7 12.4 

16 38.2 31.5 131.0 

17 123.1 126.7* 125.6 

18 129.6 126.6* 135.4 

19 13.0 12.9 14.2 

                         *Werte sind austauschbar 
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Abbildung 56: 14,15-Dihydro-rubiflavinon C-2 (27), Rubiflavinon C-2 (28), Rubifla-
vinon C-1 (29) und β-Indomycinon (30). 

Die Pluramycine sind eine Gruppe von Antibiotika mit antibakterieller und anti-
tumoraler (DNA-Interkalation und/ oder Alkylierung) Wirkung und wurden bisher 
hauptsächlich von terrestrischen Streptomyceten isoliert56. Wie das hier isolierte 
14,15-Dihydro-rubiflavinon C-2 (27) oder die von Schuhmacher et al.55 isolierten 
Indomycinone zeigen, kommen auch fakultativ marine Streptomyceten als Quelle in 
Frage. Strukturell gemeinsam ist diesen Verbindungen das Anthrachinon-γ-Pyron-
Grundgerüst, welches häufig in den Positionen C-8 und C-10 C-glykosidisch mit 
einem Aminozucker verknüpft ist (siehe Abbildungen 57 und 58). In diesem Fall 
spricht man von den „klassischen Pluramycinen“. Von ihnen unterscheiden sich die 
Altromycine, welche keinen Aminozucker in Position C-8 aufweisen, jedoch in Posi-
tion C-5 über einen Methylester mit einem Zucker verknüpt sind. Die Pluramycinone 



 Stamm B 5546   
    

91

dagegen, zu denen auch 14,15-Dihydro-rubiflavinon C-2 (27) zählt liegen nicht als 
Glykoside vor57. 

Ein Gemisch aus Rubiflavinon C-1 und Rubiflavon C-2 weist zum Beispiel nach 
R. W. Schuhmacher et al. eine cytotoxische Aktivität gegen die UV20 Mutante von 
CHO Zellinien (Ovarialzellen des chinesischen Hamsters) auf55. Dieser Zellinienty-
pus ist durch einen mangelhaften DNA-Reparaturmechanismus charakterisiert. Bei 
den Verbindungen β- und α-Indomycinon konnten nach Biabani et al. Aktivitäten 
gegen Bacillus subtilis mit MIC-Werten von 100 μg/ml bzw. 113 μg/ml festgestellt 
werden58. Außerdem hemmten sie das Wachstum von Escherichia coli, Staphylococ-
cus aureus, Candida albicans und Streptomyces sp. Tü 82458. Zudem wurden auch in 
einem DPPH-Test (= 2,2'-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, kolorimetrischer Test zum 
Nachweis von Antioxidantien) antioxidative Eigenschaften nachgewiesen59. Die Iso-
lierung von Pluramycin A (31) aus Streptomyces pluricolorescens wurde 1956 zum 
ersten Mal von K. Maeda et al. dokumentiert60. Die Struktur von Pluramycin A (31) 
wurde erstmals 1977 von Shinichi Kondo et al. aufgeklärt61.  
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Abbildung 57: Struktur von Pluramycin A (31).  

Collismycin A  

Die Fraktion 4 lieferte nach Trennung an Sephadex eine farblose, in Methanol 
unlösliche Substanz, die nadelförmig auskristallisierte. Bei DC konnte die Verbin-
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dung durch Ansprühen mit Anisaldehyd/Schwefelsäure als violette, schleifende Zone 
sichtbar gemacht werden. Das ESI-Massenspektrum deutete auf eine Molmasse von 
275 Dalton hin, was durch das EI-Massenspektrum bestätigt wurde. Da die Masse 
ungerade war, mußte auch eine ungerade Anzahl an Stickstoffatomen vorliegen. Im 
1H-NMR-Spektrum waren drei Singuletts bei δ = 9.71 (breites Signal), 9.09 und 8.03 
mit jeweils einer Intensität von 1H zu erkennen. Ferner waren vier Signale mit je-
weils einer Intensität von 1H bei δ = 8.65 (Dublett von Dublett), 8.52 (Dublett), 7.84 
(Dublett von Dublett von Dublett) und 7.32 (Dublett von Dublett von Dublett) zu 
sehen. Diesem Aufspaltungsmuster zufolge sowie nach dem Vergleich der Kopp-
lungskonstanten der Signale, schien ein aromatisches ABCD-Spin-System vorzulie-
gen. Das Singulett der Intensität von 3H bei δ = 4.11 war typisch für eine aromatisch 
gebundene Methoxygruppe. Bei δ = 2.36 lag ebenfalls ein Singulett der Intensität 
von 3H vor (siehe Abbildung 59).  

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

 
Abbildung 58: 1H-NMR-Spektrum (300 MHz) von Collismycin A (32) in CDCl3. 
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Abbildung 59: 13C-NMR-Spektrum (75 MHz) von Collismycin A (32) in CDCl3. 

Das 13C-NMR-Spektrum (siehe Abbildung 60) wies im Bereich von 167.3 – 
103.7 11 Signale auf. Das Signal bei δ = 56.4 deutete auf eine Methoxygruppe hin, 
wie sie nach Beurteilung des 1H-NMR-Spektrums angenommen wurde. Das Signal 
bei δ = 18.5 ließ sich sehr wahrscheinlich dem verbleibenden Protonensignal bei δ = 
2.36 und damit einer Methylgruppe zuordnen. Die Datenbanksuche in Antibase® 
führte zu neun Einträgen, von denen die Verbindungen Collismycin A (32) und Col-
lismycin B (33) in Frage kamen. Der Vergleich der 13C-NMR- und 1H-NMR-Daten 
der isolierten Verbindung 32 mit den entsprechenden NMR-Literaturwerten für Col-
lismycin A (32) und Collismycin B (33) zeigte im 13C-NMR-Spektrum einen deutli-
chen Unterschied von 7-8 ppm zu der chemischen Verschiebung für das C-Atom in 
Position C-7 von Collismycin B (33). Die Daten verglichen mit denen des Stereoi-
somers Collismycin A (32) hingegen stimmten zufriedenstellend überein (siehe Ta-
belle 12). 
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Tabelle 12: Vergleich der 13C-NMR-Werte von Collismycin Aexp. mit den Literaturwerten 
von Collismycin A (32) und Collismycin B (33)62. 

C-Atom Collismycin A 
(lit.)  

Collismycin A (exp.) Collismycin B 
(lit.)  

2 157.4 157.4 154.8 

3 103.7 103.7 104.9 

4 167.4 167.3 168.2 

5 122.1 122.1 121.0 

6 152.6 152.5 152.2 

7 147.6 147.8 140.2 

8 56.4 56.4 56.7 

9 18.5 18.5 18.4 

2’ 155.2 155.1 153.1 

3’ 121.9 121.8 121.0 

4’ 137.2 137.2 137.5 

5’ 124.3 124.3 124.9 

6’ 148.9 148.9 149.5 

Damit wurde die Verbindung 32 als Collismycin A identifiziert. Collismycin A 

und B wurden erstmals 1994 von K. Shindo et al. aus Streptomyces sp. MQ22 iso-

liert62. Beide Verbindungen hemmten dosisabhängig in einem Rezeptortest die Bin-

dung des Glucocortikoids Dexamethason mit einem IC50-Wert von 1.5 × 10-5 (Col-

lismycin A), bzw. 1.0 x 10-5 (Collismycin B)62 und sind damit eventuell als nichtste-

roidale Entzündungshemmer von Interesse. Darüber hinaus konnten K. Shindo et al. 

mikrobiologische Aktivitäten gegen Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Esche-

richia coli, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae und Aspergillus niger fest-

stellen. Außerdem wurden auch cytotoxische Wirkungen gegen L1210-Zellen (Zel-

len einer lymphatischen Leukämie der Maus) mit IC50 = 0.08 μg/ml genannt62. Stad-

ler et al. stellten dabei eine Hemmung von 32 und 33 auf die Topoisomerase I in Pil-

zen fest63. Die isolierte Verbindung 32 zeigte schwache Aktivitäten gegen Escheri-
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chia coli, Bacillus subtilis, Candida albicans, Staphylococcus aureus, Chlorella so-

rokiniana, Chlorella vulgaris, Scenedesmus subspicatus sowie mittlere Aktivität ge-

gen Mucor miehei (Tü 284) und starke Aktivität gegen Streptomyces viridochromo-

genes (Tü 57). 
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Abbildung 60: Das Stereoisomerenpaar Collismycin A (32) und Collismycin B (33). 

Stamm B 6278 

Angucyclin- und Anthrachinonantibiotika 

Die Angucyclin-Antibiotika besitzen ein angulares, tetracyclisches, vom Ben-
zanthracen abgeleitetes Gerüst (Benz[a]anthrachinon) als chromophores System. In 
Anlehnung an die Nomenklatur der Anthracycline unterscheidet man die Angucycli-
ne von den Angucyclinonen. Erstere besitzen im Gegensatz zu den Angucyclinonen 
einen O-glycosidisch gebundenen Zuckerrest64. Der älteste und zugleich am ein-
fachsten aufgebaute Vertreter dieser Gruppe ist das Angucyclinon Tetrangomycin 
(34)65. 
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Ferner werden die Angucycline und Angucyclinone auch durch das Vorkommen 
von einem oder zwei angular gebundener Sauerstoffatome in verschiedene Typen 
unterteilt (siehe Abbildungen 62 und 63)66.  

O

O

O

 
      Tetrangomycin-Typ                SS-228Y-Typ                      SF-2315-Typ 
Abbildung 61: Klassifizierungsmöglichkeit der Angucyclinone anhand angular ge-

bundener Sauerstoffatome ohne C-Glycosid66. 
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Benzanthrin-Typ 

Abbildung 62: Klassifizierungsmöglichkeit der Angucycline anhand angular gebun-
dener Sauerstoffatome und Position des C-Glycosids66. 

Zum allgemeinen Wirkungsspektrum der Angucyclinantibiotika gehören antibak-
terielle, cytostatische, antivirale und enzyminhibitorische (Hemmung von Hydroxy-
lasen und/ oder Mono-Oxygenasen) Aktivitäten. Auch als Thrombozytenaggregati-
onshemmer sind einige Angucycline (z.B. Kerriamycin B und C) in Erscheinung 
getreten66. 

Die Angucyclinantibiotika gehören der Gruppe der Polyketid-Antibiotika an. 
Nach N. Imamura et al.67 resultieren durch Bindungsbruch zwischen den Kohlen-
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stoffatomen in den Positionen C-1 und C-12b die Äquivalente mit Anthrachi-
nongrundgerüst und entsprechender Seitenkette in Position C-2 (siehe Abbildungen 
64 und 74).  
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Abbildung 63: Bildung von Vineomycin B2  aus Vineomycin A1 (42) nach Imamura 
et al.67. 

Aufarbeitung von Stamm B 6278 

Der Ethylacetatextrakt des marinen Streptomyceten-Stammes B 6278 zeigte im 
biolologischen Screening mittlere bis schwache Aktivitäten gegen sämtliche Testor-
ganismen, mit Ausnahme von Staphylococcus aureus und Chlorella sorokiniana 
(siehe Tabelle 26). Im chemischen Screening waren bei Tageslicht mehrere gelbe 
und orange Zonen auf dem Dünnschichtchromatogramm erkennbar, die sich mit Na-
OH rotviolett verfärbten. Der Stamm wurde zunächst im 20 l-Maßstab kultiviert. 
Nach Extraktion von Kulturbrühe und Mycel mit Ethylacetat erhielt man den Rohex-
trakt (I), der durch Mitteldrucksäulenchromatographie an Kieselgel in sechs Fraktio-
nen getrennt wurde. Nach Bewertung des Dünnschichtchromatogramms und der Ak-
tivitäten im Plattendiffusionstest (siehe Tabelle 27) wurde die Fraktion 3 vorzugs-
weise weiterbearbeitet. Durch PDC an Kieselgel erhielt man drei weitere Unterfrak-
tionen 3a-3c, die jeweils durch präparative RP-HPLC weiter getrennt wurden. Es 
konnten fünf gelbe bzw. orange Reinsubstanzen isoliert werden, die jeweils mit Nat-
ronlauge eine rote Farbreaktion ergaben. 
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Abbildung 64: Aufarbeitungsschema für die 20 l-Fermenterkultur von Streptomyces sp. 
B 6278; (SC = Säulenchromatographie; PDC = Präparative Dickschichtchromatographie; 
RP = reversed phase.) 
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A-7784  

Die Fraktion 3a lieferte eine orange Verbindung, welcher durch ESI-
Massenspektrometrie eine Molmasse von 710 Dalton zugeordnet werden konnte. 
Dem EI-Massenspektrum konnte jedoch kein Molekülionenpeak entnommen wer-
den. Das 1H-NMR-Spektrum zeigte bei δ = 12.27 ein scharfes Singulett der Intensität 
1H, was auf eine chelierte Hydroxygruppe hinwies und der roten Farbreaktion mit 
Natronlauge zufolge wahrscheinlich ein peri-Hydroxychinon als Strukturelement für 
die Verbindung 35 annehmen ließ.  

8 7 6 5 4 3 2 1

 
Abbildung 65: 1H-NMR-Spektrum (300 MHz) von A-7884 (35) in CDCl3. 

Im Bereich aromatisch/olefinischer Protonen wurden sechs Signale mit jeweils 
einer Intensität von 1H beobachtet. Dabei wiesen die beiden Dubletts bei tiefem Feld 
bei δ = 7.88 und 7.61 - mit übereinstimmenden Kopplungskonstanten von 7.9 Hz - 
auf ortho-ständige Protonen hin. Die sich überschneidenden Signale bei δ = 6.99 und 
6.88 konnten als Dublett und als Dublett von Dublett identifiziert werden. Zwei wei-
tere Dubletts lagen bei δ = 6.40 und 6.11. Aufgrund der chemischen Verschiebung 
und den Kopplungskonstanten von 9.8 Hz bzw. 10.2 Hz, mußte es sich um zwei Paa-
re olefinischer, cis-ständiger Protonen handeln. (Hierbei war das Proton bei δ = 6.99 
zu dem Proton bei δ = 6.40 und des Protons bei δ = 6.88 zu dem Proton bei δ = 6.11 
benachbart.) Das Proton bei δ = 6.88 stand ferner bei identischer Kopplungskonstan-
ten von 3.4 Hz vicinal zu dem Proton bei δ = 5.27. Im Bereich zwischen δ = 4.99 und 
3.06 lagen zwei Singuletts, ein Dublett, zwei Quartetts, Zwei Multipletts und ein 
Triplett mit den Intensitäten von jeweils 1H. Da der Bereich von δ = 3.6 bis 5.5 unter 

12.7 12.1 11.5
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anderem Protonen von Methingruppen mit geminaler Sauerstoffbindung zuzuordnen 
war, konnten die beobachteten Signale zwischen δ = 4.99 und 3.06 möglicherweise 
auf Zuckermoleküle hinweisen. Hierfür sprach auch das Proton bei δ = 5.27, dessen 
chemische Verschiebung typisch für acetalische bzw. anomere Protonen ist. Dies 
würde auch einen fehlenden Molekülpeak im EI-Massenspektrum erklären. Von 
Glycosidantibiotika können in der Regel keine EI-Massenspektren erhalten werden, 
da diese während der Ionisation gewöhnlich so stark fragmentieren, daß ein Mole-
külpeak nicht detektiert werden kann.  

Zwei Dubletts von Dubletts mit den Intensitäten von jeweils 1H erschienen bei δ 
= 2.94 und 2.26. Bei δ = 2.62 und 1.84 waren zwei Dubletts und bei δ = 2.51 ein Du-
blett von Dublett von Dublett mit den Intensitäten von ebenfalls je 1H zu sehen. 
Zwei Multipletts mit der Intensität von jeweils 2H lagen bei δ = 2.11 und 1.96. Zu-
letzt verblieben vier Signale für Protonen von Methylgruppen, davon drei Dubletts 
bei δ = 1.39, 1.37 und 1.27 sowie ein Singulett bei δ = 1.29. Mit den erhaltenen 
Strukturinformationen wurde in AntiBase® eine Substrukturrechereche durchgeführt 
(siehe Abbildung 67). Dabei kam die Verbindung A-7884 (35) als einzige Möglich-
keit in Frage. 

 

Abbildung 66: Suchverlauf in AntiBase® mit den spektroskopischen Daten von (35).  
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 Die Struktur 35 wurde durch die 13C-Daten bestätigt. Das Spektrum zeigte Sig-
nale für eine Ketocarbonylfunktionen bei δ = 204.9 und 196.6, wobei das hochfeld-
verschobene einer α,β-ungesättigte Ketogruppe entsprechen könnte. Die Signale bei 
δ = 187.9 und 182.0 waren charakteristisch für die Carbonylkohlenstoffatome eines 
chinoides Systems. Da nach 1H-NMR-Spektrum und Natronlaugetest ein peri-
Hydroxychinon zu erwarten war, konnte davon ausgegangen werden, daß die ent-
sprechende Hydroxygruppe zu der Ketogruppe bei δ = 187.9 cheliert sein mußte, da 
diese gegenüber der zweiten Carbonylkomponente des Chinons deutlich tieffeldver-
schoben war. Dem Bereich sp2-hybridisierter Kohlenstoffatome waren zwölf Signale 
zu entnehmen, wobei sich die Signale bei δ = 138.7 überlagerten. Da jedoch unter 
Berücksichtigung der Strukturinformationen aus dem 1H-NMR-Spektrum allein vier 
olefinische Kohlenstoffatome vorlagen, konnte ein Anthrachinon ausgeschlossen 
werden, und ein Benz[a]anthrachinon als Aglykon, wie es der durch Datenbankre-
cherche gefundenen Verbindung A-7884 (35) entsprach, war damit wahrscheinlicher. 
Die Signale bei δ = 99.5 und 95.3 deuteten auf acetalische bzw. anomere C-Atome 
hin und stützten damit die Vermutung, daß Zucker vorhanden waren. Im 13C/APT-
NMR-Spektrum waren zwischen δ = 88.9 bis 67.8 mehrere sich zum Teil über-
schneidende Signale für Methingruppen mit Sauerstoffbindung zu beobachten. Durch 
HSQC-Messung konnte die Zahl der C-Atome in diesem Bereich auf zehn festgelegt 
werden und entsprach damit den zehn Signalen des Protonenspektrums im Bereich 
von δ = 4.99 bis 3.06. Schließlich verblieben fünf Signale bei δ = 52.1, 43.2, 38.7, 
25.1 und 24.3 für Methylengruppen und vier Signale bei δ = 30.2, 18.4, 17.0 und 
15.1 für Methylgruppen.  

 

 
Abbildung 67: 13C/APT-NMR-Spektrum (75 MHz) von A-7884 (35) in CDCl3. 
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Ein Vergleich der 13C-NMR-Werte mit den entsprechenden Literaturwerten68 
zeigte im Wesentlichen Übereinstimmung. Allein die Daten im Bereich um δ = 70 
konnten nicht eindeutig zugeordnet werden. Daher wurden zur Absicherung der 
Struktur H,H-COSY-, HSQC- und HMBC-Spektren aufgenommen und ausgewertet. 
Die gefundenen Korrelationen bestätigten, daß es sich um die Verbindung A-7884 
(35) handeln mußte. In Abbildung 69 sind neben ausgewählten H,H-COSY-
Korrelationen die wichtigsten HMBC-Kopplungen dargestellt.  
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Abbildung 68: Ausgewählte HMBC- ( ) und H,H-COSY-Korrelationen (↔) von A-
7884 (35). 
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Abbildung 69: H,H-COSY-Spektrum (500 MHz) von A-7884 (35) in CDCl3. 

 
 

Abbildung 70: HMBC-Spektrum (500 MHz) von A-7884 (35) in CDCl3. 
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35 zeigte schwache Aktivitäten gegen Staphylococcus aureus sowie mittelstarke 
Aktivitäten gegen Bacillus subtilis und Escherichia coli (siehe Tabelle 14). A-7884 
(35) war im Cytotoxizitätstest gegen Krebs-Zellinien mit IC50 = 1.8 μg/ml aktiv. Au-
ßerdem wurde 35 auf antivirale und cytotoxische Eigenschaften gegen den Malaria-
erreger Plasmodium falciparum überprüft, wobei keine Aktivitäten festgestellt wer-
den konnten.  

A-7784 (35) gehört zu der Familie der Angucyclinantibiotika (Angucyclin vom 
Aquayamycin-Typ) und wurde von Kazunori isoliert und 1990 patentiert69. A-7884 
fördert die Aufnahme von LDL aus der Blutbahn69. Außerdem hemmt es die Cyto-
kin-induzierte Sickstoffmonoxidsynthase (i-NOS). Dieses Enzym katalysiert die 
Sauerstoff- und NADPH-abhängige Oxidation von L-Arginin zu Citrullin unter Frei-
setzung von Stickstoffmonoxid. Dadurch wird dessen Verteilung und Konzentration 
in Eukaryonten geregelt. Stickstoffmonoxid spielt in geringer Konzentration als Sig-
nalstoff eine Rolle bei verschiedenen physiologischen Prozessen (z.B. Vasodilatati-
on, Schmerzmediator). In höherer Konzentration wirkt es als Abwehrgift gegen Tu-
morzellen und Pathogene. Bei stark erhöhter Bildung von i-NOS können neurotoxi-
sche Wirkungen, fokale Ischämie und Krankheiten wie Alzheimer oder Huntington 
verursacht werden68. Daher ist die Regulierung der Konzentration von Stickstoffmo-
noxid bzw. der i-NOS neben dem Verstehen von physiologischen Prozessen vor al-
lem auch von großem therapeutischem Interesse.  
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Vineomycin C 

Die Fraktion 3c’ ergab nach semipräparativer RP-HPLC eine gelbe Reinsubstanz. 
Die Quasimolekülsignale des ESI-Massenspektrums wiesen auf eine Molmasse von 
710 Dalton hin. Ein interpretierbares EI-Massenspektrum konnte nicht erhalten wer-
den. Die Verbindung 36 wies damit die gleiche Molmasse wie die Verbindung A-
7884 (35) auf. Außerdem glichen sich auch die Rf-Werte beider Verbindungen, so 
daß es sich möglicherweise auch bei 36 um die Verbindung A-7884 (35) handeln 
könnte. Zweifel hierüber folgten aus den unterschiedlichen Farben der Verbindun-
gen. Während A-7884 orange gefärbt war, war die Verbindung 36 deutlich gelb. Das 
1H-NMR-Spektrum der Verbindung 36 (siehe Abbildung 72) zeigte Ähnlichkeiten 
mit dem der Verbindung A-7884 (35), war aber im off-set-Bereich von diesem ein-
deutig verschieden (siehe Abbildungen 66 und 72). 

8 7 6 5 4 3 2 1 0

 
Abbildung 71: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Vineomycin C (36) in CDCl3. 

So waren z.B. bei der Verbindung 36 im Gegensatz zu 35 statt einem Signal zwei 
Signale für chelierte Hydroxygruppen bei δ = 12.91 und 12.86 vorhanden. Die Rot-
färbung der Verbindung mit Natronlauge deutete gleichermaßen auf ein peri-
Hydoxychinon hin. Im Bereich von δ = 7.82 – 7.47 waren vier Dubletts zu erkennen, 
bei denen es sich nach Vergleich der Kopplungskonstanten (und dem Auftreten von 
leichten Dacheffekten zwischen den Signalpaaren), um zwei Paare von ortho-
ständigen Protonen handeln mußte. Dagegen wies das Angucyclin A-7884 (35) in 
diesem Bereich nur ein Signalpaar ortho-ständiger Protonen auf, so daß es sich bei 

13.7 13.1 12.5  
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der Verbindung 36 möglicherweise um das offenkettige Anthrachinon-Analogon 
handeln konnte. Im 1H-NMR-Spektrum von 36 konnten ferner zwei Signale bei δ = 
6.87 (Dublett von Dublett) und 6.10 (Dublett) festgestellt werden, die aufgrund der 
chemischen Verschiebung sowie der übereinstimmenden Kopplungskonstanten von 
10 Hz den Protonen einer cis-ständigen olefinischen Doppelbindung zugeordnet 
werden, wie sie auch für A-7884 (35) identifiziert worden sind. Der Bereich von δ = 
5.24 - 3.54 gab acht Signale der Intensität von 1H an und deutete auf Protonen mit 
geminaler Sauerstoffunktion hin, wobei die tieffeldverschobenen Signale bei δ = 5.24 
und 4.99 wahrscheinlich auf acetalische, bzw. unter Annahme von Zuckermolekülen, 
auf anomere Protonen zurückzuführen waren. Schließlich traten bei δ = 3.11 – 1.21 
zwölf Signale auf, die aufgrund der Gesamtintensitäten 23 verbleibende Protonen 
vermuten ließen. Die Signale bei δ = 1.36 – 1.21 wiesen charakteristischerweise auf 
vier Methylgruppen hin, was auch durch das 13C/APT-NMR-Spektrum bestätigt 
wurde. Das 13C-NMR-Spektrum zeigte ferner vier auffällige Signale zwischen δ = 
196.6 und δ = 174.1. Unter Bezugnahme auf die Verbindung A-7884 (35) konnte 
hierbei das erste Signal einer α,β-ungesättigten Ketocarbonylfunktion entsprechen. 
Für das Signal bei δ = 174.7 wurde eine Carbonsäure- bzw. Carbonsäureesterfunkti-
on angenommen. Die Signale bei δ = 187.5 und 187.3 ließen gleichermaßen wie bei 
35 ein chinoides System vermuten. Da zwischen der chemischen Verschiebung bei-
der Kohlenstoffatome keine signifikanten Unterschiede festzustellen waren, schienen 
die Hydroxygruppen des offset-Bereichs jeweils zu einer Carbonylgruppe cheliert 
vorzuliegen. Der aromatisch-olefinische Bereich wies 14 Signale auf, was für die 
nach Auswertung des Protonenspektrums bereits vermutete Anthrachinonstruktur der 
Verbindung 36 sprach. Damit konnte ein Benz[a]anthrachinongerüst wie bei A-7884 
(35) ausgeschlossen werden. Außerdem konnten für die Verbindung 36 zwei acetali-
sche C-Atome bei δ = 99.4 und 95.2 identifiziert werden. Unter Berücksichtigung der 
Protonenanzahl von 26H, lag damit wohl neben zwei O-glycosidisch verknüpften 
Zuckern auch ein C-glycosidisch verknüpfter Zucker vor. Die acht Signale bei δ = 
88.5 – 67.9 waren C-Atomen mit Sauerstoffverknüpfung zuzuordnen, und dem Be-
reich von δ = 45.2 – 15.1 konnten nach Vergleich mit dem 13C/APT-NMR-Spektrum 
zwei Methylen- und wie bereits erwähnt vier Methylgruppen entnommen werden.  
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Abbildung 72: 13C-NMR-Spektrum (125 MHz) von Vineomycin C (36) in CDCl3. 

Eine Substruktursuche in AntiBase® lieferte die Verbindung Vineomycin C (36). 
Ein Vergleich der 13C-NMR-Daten mit den Literaturwerten für Vineomycin C bestä-
tigte die Übereinstimmung beider Verbindungen68.  

 

Abbildung 73: Schematische Darstellung eines Ausschnitts des Biosyntheseweges für 
die Chromophore von Vineomycin A1 (42) und B2 nach Imamura et al.67. 

Die Anthrachinon- bzw. Benz[a]anthrachinon-Antibiotika entstammen dem Po-
lyketidweg. Von Imamura et al.67 wurde 1982 der Biosyntheseweg des Angucyclins 
Vineomycin A1 (42) und seinem offenkettigen Äquivalent Vineomycin B2 vorge-
stellt. Unter Berücksichtigung dieser Studien zur Biosynthese von 
Benz[a]anthrachinon-Antibiotika, scheint A-7884 (35) der Vorläufer für das offen-
kettige Anthrachinonanalogon Vineomycin C (36) zu sein. Nach Imamura et al.67 
wird das Benz[a]anthrachinongerüst ausgehend von einem Dekaketid gebildet. Die 
für den Ringschluß bzw. die Bildung des angular annelierten Tetracyclus erforderli-
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che Decarboxylierung soll dabei an dem Kohlenstoffatom C-2 des Dekaketids erfol-
gen. Die offenkettige Form wird schließlich durch Spaltung der Bindung zwischen 
C-1 und C-12b erhalten (siehe Abbildung 74).  

Vineomycin C (36) wurde 1999 erstmals von Alvi et al. aus Streptomyces # 
AM1699 isoliert und hemmt wie die Verbindung A-7884 (35) das Enzym i-NOS68. In 
eigenen Tests war die Verbindung ferner schwach aktiv gegen Bacillus subtilis, 
Staphylococcus aureus und Escherichia coli. (siehe Tabelle 14). Im Cytotoxizi-
tätstest gegen Krebs-Zellinien zeigte sie IC50-Werte von 2.1 μg/ml. In Tests gegen 
Viren und den Malariaerreger Plasmodium falciparum wurden keine Aktivitäten 
festgestellt.  
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36   

Fridamycin D 

Aus der Fraktion 3b wurde eine gelbe Verbindung 37 isoliert, deren Molmasse 
nach Auswertung des ESI-Masenspektrums auf 596 Dalton festgelegt werden konn-
te. Im 1H-NMR-Spektrum von 37 fielen im offset-Bereich zwei scharfe Signale auf, 
die zwei chelierten Hydroxyprotonen zugeordnet wurden, wobei die Rotfärbung mit 
Natronlauge auf ein peri-Hydroxychinon hinwies. Dem aromatischen Bereich konn-
ten bei δ = 7.88, 7.81, 7,76 und 7.62 vier Dubletts mit einer Intensität von jeweils 1H 
entnommen werden. Nach Vergleich der Kopplungskonstanten, mußte es sich um 
zwei Paare ortho-ständiger Protonen handeln. Im Aliphatenbereich waren bei δ = 
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5.17 und 4.97 zwei Dubletts, ein Dublett von Dublett bei δ = 4.33 und 3.49, ein 
Quartett bei δ = 4.72 und schließlich zwei Multipletts bei δ = 3.81 und 3.56 zu sehen. 
Sämtliche Signale wiesen eine Intensität von 1H auf. Die relative Tieffeldlage dieser 
Protonen deutete auf eine jeweilige geminale Sauerstofffunktion hin, wobei die che-
mische Verschiebung des Signals bei δ = 5.17 charakteristisch für ein acetalisches 
Proton war. Zwei Dubletts im Bereich für Methylenprotonen bei δ = 3.09 und 3.01 
stellten unter Berücksichtigung der relativ großen Kopplungskonstanten von 13 Hz 
möglicherweise ein geminales Protonenpaar dar. Bei δ = 2.63 lag ein Dublett und bei 
δ = 2.58 ein Singulett der Intensitäten von jeweils 2H vor. Zuletzt waren ein Mul-
tiplett bei δ = 2.46 und ein Quartett δ = 1.50 der Intensitäten von je 1H sowie drei 
Signale für Protonen von Methylgruppen bei δ = 1.40, 1.36 und 1.31 zu erkennen. 
Mit diesen Daten wurde eine Substruktursuche in AntiBase® durchgeführt und liefer-
te nach bereits zwei Sucheinträgen die Verbindung Fridamycin D (37) als einzig in 
Frage kommende Substanz. Die Auswertung des 13C-NMR-Spektrums sollte nun 
diese Vermutung überprüfen. 
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Abbildung 74: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Fridamycin D (37) in CDCl3. 
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Abbildung 75: 13C-NMR-Spektrum (75 MHz) von Fridamycin D (37) in CDCl3. 

Das 13C-NMR-Spektrum zeigte zwei sich überlagernde Signale bei δ = 187.9, die 
den Ketogruppen eines chinoiden Systems zugeordnet wurden. Zu diesen mußten die 
bereits erwähnten Hydroxygruppen jeweils cheliert vorliegen. Das Signal bei δ = 
207.7 deutete auf eine Ketocarbonylfunktion hin, und das Signal bei δ = 175.9 ließ 
eine Carbonsäure- oder Carbonsäureesterfunktion vermuten. Im Bereich sp2-
hybridisierter Kohlenstoffe konnten zwölf Signale festgestellt werden, was auf zwei 
Benzolringe schließen ließ, die zusammen mit dem chinoiden System sehr wahr-
scheinlich ein Anthrachinon bildeten. Das Signal bei δ = 91.4 wies auf ein acetali-
sches C-Atom hin und stützt damit die oben geäußerte Vermutung für das Protonen-
signal bei δ = 5.17. Die sechs Signale bei δ = 77.7 – 71.1 waren vermutlich den dem-
nach verbleibenden sechs Protonen mit geminaler Sauerstoffunktion zuordnen. Nach 
dem HSCQ-Spektrum konnten die Signale bei δ = 44.7, 40.9, 40.0 und 26.6 Methy-
lengruppen, die Signale bei δ = 27.2, 17.5 und 16.1 den bereits nach Auswertung des 
1H-NMR-Spektrums identifizierten Methylgruppen zugeordnet werden. Mit diesen 
Daten lieferte eine Substruktursuche in AntiBase® die Verbindung Fridamycin D 
(37) als einzig in Frage kommende Substanz. Fridamycin D wurde erstmals in der 
Dissertation von Kricke70 vorgestellt. Ein Datenvergleich der NMR-Werte mit denen 
von Kricke veröffentlichten NMR-Daten für Fridamycin D (37) zeigte eine zufrie-
denstellende Übereinstimmung. Da in der Dissertation von Kricke keine Positionen 
für die C-Signale bei 71.09. 71.45, 74.50, 76.73 und 77.68 angegeben wurden, führte 
man für eine eindeutige Zuordung dieser Kohlenstoffatome HSQC- und HMQC-
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Experimente durch. Die Auswertung dieser 2D-NMR-Messungen bestätigte, daß es 
sich bei der isolierten Verbindung um Fridamycin D (37) handelte. In Abbildung 77 
sind die wichtigsten H,H-COSY- und HMBC-Korrelationen aufgeführt, mit denen 
die nach Kricke noch nicht aufgeklärten Positionen für die C-Atome bei δC(Kricke)= 
71.09. 71.45, 74.50, 76.73 und 77.68 (bzw. δC(exp)=  71.1, 71.5, 74.5, 74.6, 76.8 und 
77.7) bestimmt werden konnten. 

 Eine strukturelle Besonderheit von Fridamycin D (37) ist das Vorliegen eines 
Dioxanrings, der durch O-glycosidische Bindung zwischen C-4’ und C-1’’ sowie 
Bildung einer Etherbrücke zwischen C-3’ und C-2’’ durch nucleophilen Angriff der 
Hydroxygruppe bzw. des entsprechenden Alkoholats in Position C-3’ des Zuckers D-
Olivose auf den α,β-ungesättigten Ketozucker L-Aculose entsteht. Fridamycin D 
(37) zeigt geringe Aktivitäten gegen grampositive Bakterien70, was sich mit dem hier 
isolierten Präparat reproduzieren ließ (Tabelle 14).  
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Abbildung 76: Die wichtigsten HMBC-Korrelationen (I) bzw. H,H-COSY-Korrelationen 
(II) zur Aufklärung des Zuckerrests in Fridamycin D (37) (Strukturausschnitt). 
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Rabelomycin 

Die Fraktion 3c lieferte neben zwei weiteren Unterfraktionen (3c’ und 3c’’) die 
gelbliche Reinsubstanz 38, deren Molmasse durch CI- und EI-Massenspektren zu 
338 Dalton bestimmt wurde. Im 1H-NMR-Spektrum fielen zwei scharfe Singuletts 
bei δ = 12.26 und 11.62 auf, die chelierten Hydroxygruppen zuzuordnen waren und 
von denen mindestens eine Hydroxygruppe aufgrund der rötlichen Farbreaktion mit 
Natronlauge sehr wahrscheinlich einem peri-Hydroxychinon zuzuordnen war. Ein 
Multiplett bei 7.70-7.60 der Intensität 2H und ein Multiplett bei δ = 7.27-7.23 sowie 
ein Singulett bei δ = 6.97 mit den Intensitäten von jeweils 1H zeigten vier aromati-
sche Protonen an. Bei δ = 3.07 waren ein Singulett und bei δ = 2.98 ein Dublett zu 
erkennen. Beide Signale wiesen eine Intensität von 2H auf und schienen Methy-
lengruppen zu entsprechen. Zuletzt zeigte das Spektrum ein Singulett bei δ = 1.48 
mit einer Intensität von 3H, was auf eine Methylgruppe hindeutete, die mit einem 
quartären Kohlenstoffatom verknüpft sein mußte. Eine Substrukturrecherche mit 
diesen Daten führte zu der Verbindung Rabelomycin (38). Zur näheren Charakteri-
sierung der Struktur wurde schließlich das 13C-NMR-Spektrum ausgewertet: 

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

 
Abbildung 77: 1H-NMR-Spektrum (300 MHz) von Rabelomycin (38) in CDCl3. 

Im 13C-NMR-Spektrum lagen bei δ = 196.2, 192.5 und 183.2 Signale für drei 
Carbonylfunktionen, von denen die zwei letzteren der chemische Verschiebung zu-
folge vermutlich den Ketoguppen des nach dem 1H-NMR-Spektrum vermuteten Chi-
nons zuzuordnen waren. Ferner konnte für das C-Atom bei δ = 196.2 eine Alde-
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hydgruppe ausgeschlossen werden, da im Protonenspektrum ein entsprechendes Sig-
nal bei δ = 9-10 fehlte. Gegen eine Carbonsäure- oder esterfunktion sprach die relativ 
hohe Tieffeldverschiebung. Somit lag wahrscheinlich ein Keton bzw. genauer ein α, 
β-ungesättigtes Keton vor. Den Signalen im Bereich von δ = 163.7-115.0 entspra-
chen zwölf sp2-hybridisierte C-Atome, welche zusammen mit der vermuteten Hy-
droxychinoneinheit auf ein Dihydroxy-anthrachinon hinwiesen. Da sich die 13C-
NMR-Werte für die Ketogruppen des Chinons stark unterschieden, schienen beide 
Hydroxygruppen zu der Ketogruppe bei δC = 192.5 cheliert zu sein. Das aliphatische 
C-Atom bei δ = 72.1 schien aufgrund seiner Tieffeldverschiebung mit einem Sauer-
stoffatom verknüpft zu sein. Es verblieben vier Signale im Aliphatenbereich, die un-
ter Berücksichtigung des 1H-NMR-Spektrums eine Methylgruppe, zwei Methy-
lengruppen und ein quartäres Kohlenstoffatom anzeigten.  

 
Abbildung 78: 13C-NMR-Spektrum (75 MHz) von Rabelomycin (38) in CDCl3. 

Die Datenbanksuche in AntiBase® führte zu der Verbindung Rabelomycin (38). 
Ein 13C-Datenvergleich mit den in der Dissertation von Schiebel71 veröffentlichten 
Werten zeigte zufriedenstellende Übereinstimmung. Rabelomycin (38) wurde 1970 
erstmals von Wen-Chih Liu et al.72 aus Streptomyces olivaceus ATTC 21,549 iso-
liert. Es gehört zu der Gruppe der Angucyclinon-Antibiotika (Tetrangomycin-Typ)64, 

66 und zeigt Aktivitäten gegen verschiedene grampositive Bakterien72,73. Auch das 
Enzym i-NOS wird durch Rabelomycin gehemmt68. Ferner wurden in der Dissertati-
on von M. Schiebel71 Antitumorwirkungen von Rabelomycin gegen MCF 7 (Mam-
macarcinom), HMO2 (Magenadenocarcinom) und Hep-G2 (Lebercarcinom) Zelli-
nien dokumentiert68, 35 .  
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38   

Mutabahamycin 

Nach Trennung der Fraktion 3c’’ and Sephadex konnte eine orange Verbindung 
erhalten werden, für welche nach Auswertung des ESI-Massenspektrums die Mol-
masse von m/z = 838 angenommen wurde. Ein interpretierbares EI-Massenspektrum 
wurde nicht erhalten. Im 1H-NMR-Spektrum konnten bei δ = 13.24 und 13.03 zwei 
chelierte Hydroxygruppen identifiziert werden. Da sich die Substanz mit Natronlau-
ge rot verfärbte, schien wohl ein peri-Hydroxychinon vorzuliegen. Im aromatischen - 
olefinischen Bereich lagen sechs Signale mit jeweils einer Intensität von 1H. Hierzu 
gehörten vier Dubletts, wobei nach Auswertung der Kopplungskonstanten jeweils die 
Protonen der Signale bei δ = 7.87 und 7.80 (J = 8.0 Hz) sowie bei δ = 7.75 und 7.62 
(J = 6.8 Hz) zueinander ortho-ständig waren. Das Signalpaar der Protonen bei δ = 
6.86 und 6.07 zeigte einen leichten Dacheffekt. Dabei war das Signal bei δ = 6.86 als 
Dublett von Dublett, das zweite Signal als Dublett aufgespalten. Beide Signale wie-
sen eine Kopplungskonstante von J = 10 Hz auf, so daß man außerdem unter Berück-
sichtung der chemischen Verschiebung schließlich von cis-ständigen Protonen einer 
olefinischen Doppelbindung ausgehen konnte.  
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Abbildung 79: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Mutabahamycin (40) in CDCl3. 

Im Bereich von δ = 1.47 – 5.21 lagen 19 Signale, vorwiegend in Multipletts auf-
gespalten, die nach ihren Intensitäten auf insgesamt 26 Protonen zurückzuführen 
waren. Dabei fielen die sieben Signale zwischen δ = 4.32 – 5.21 in den für acetali-
sche Protonen charakteristischen Bereich. Nach Auswertung der 13C-NMR-Daten 
waren drei O-glycosidisch gebundene Kohlenstoffatome zu erwarten (δ = 96.6, 95.4 
und 91.4). Im Bereich von δ = 1.16-1.39 lagen zwei Dubletts und drei Singuletts der 
Intensität von jeweils 3H, welche Methylgruppen zugeordnet wurden.  
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Abbildung 80: Mögliche Positionen der Hydroxyprotonen, bzw. der Seitenketten „R“ 
in der Verbindung (40). 

Dem 13C-NMR-Spektrum zufolge waren ferner sechs Methylen-, 18 Methin- und 
14 quartäre Kohlenstoffatome zu erwarten. Die Signale bei δ = 189.0 und 188.0 wa-
ren charakteristisch für die Carbonylkohlenstoffatome des erwarteten Hydroxychi-
nons. Aufgrund ihrer ähnlichen chemischen Verschiebung konnte ein 1,8-
Dihydroxyanthrachinon ausgeschlossen werden. Damit kamen nach Abbildung 81 
nur noch die Vorschläge (b) und (c) in Frage. Die Signale bei δ = 207.8 und 197.2 
deuteten auf Ketocarbonylfunktionen hin. Für die C-Atome bei δ = 161.0 und 158.9 
wurden Verknüpfungen zu jeweils einem Sauerstoffatom angenommen. Im aroma-
tisch-olefinischen Bereich lagen 14 Signale, so daß wie erwartet ein Anthrachinonge-
rüst sowie eine Doppelbindung in einem der hieran substituierten Seitenketten vor-
liegen mußten. Zwischen δ = 65.8 und 77.7 befanden sich zehn Signale. Dieser Be-
reich zeigt unter anderem Kohlenstoffatome von aliphatischen Alkoholen und von 
Etherverbindungen an. Schließlich wurden im Bereich von δ = 44.7-15.1 nach dem 
13C/APT-NMR-Spektrum sechs Methylen und fünf Methylgruppen identifiziert. Für 
die Verbindung 40 wurden nach Auswertung der 1H-NMR- und 13C-NMR-Spektren 
insgesamt 42 Kohlenstoffatome und 47 Protonen ermittelt. Dies entspricht einer 
Masse von 551. Unter Berücksichtung der durch ESI-MS ermittelten Molmasse von 
838 verblieb nach Subtraktion von 551 ein Rest von 287. Unter der Annahme, daß 
die Verbindung neben Protonen und Kohlenstoffatomen nur noch Sauerstoffatome 
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enthielt, teilte man diese Restmasse durch 16. Hiernach mußte die Verbindung noch 
siebzehn Sauerstoffatome aufweisen. Unter Berücksichtigung der Masse von 17 Sau-
erstoffatomen lag immer noch eine nicht zugeordnete Restmasse von 15 vor. Diese 
Masse von 15 deutete auf ein weiteres Kohlenstoffatom sowie drei Protonen von 
vermutlich drei weiteren Hydroxygruppen hin. Ebenso denkbar war eine Methyl-
gruppe, für welche aber die entsprechenden Signale im 1H-NMR-Spektrum und im 
13C-NMR-Spektrum fehlten.  

Abbildung 81: 13C-NMR-Spektrum (75 MHz) von Mutabahamycin (40) in CDCl3. 

Da das 13C-NMR-Spektrum jedoch kein Signal für ein weiteres C-Atom anzeigte, 
sollten die zweidimensionalen NMR-Spektren nähere Aufschlüsse über die Struktur 
der Verbindung 40 NMR-Spektren geben. Möglicherweise handelte es sich bei dem 
vermuteten C-Atom um ein quartäres C-Atom mit hoher Relaxationszeit und damit 
sehr geringer Signalintensität. In diesem Falle würde das Signal dann im Grundrau-
schen des Spektrums untergegangen sein, da die Meßzeit von immerhin 10.3 Stunden 
für ein ausreichendes Signal-Rausch-Verhältnis hier nicht ausreichte. 

 Nach Auswertung des HMQC-, HMBC- und H,H-COSY Spektrums konnten 
vorerst die drei Strukturfragmente (I), (II) und (III) identifiziert werden. Das Frag-
ment (I) (siehe Abbildung 83) gibt die Struktur des Aglykons des vermuteten Di-
hydroxyanthrachinons an. Im HMBC-Spektrum koppelte hierbei das Proton der 
Hydroxygruppe bei δH = 13.03 auf die C-Atome bei δC = 138.0, 115.5 und 159.0. Der 
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charakteristischen Lage im tiefen Feld zufolge war die Hydroxygruppe an dem Koh-
lenstoffatom bei δ = 159.0 gebunden. Das Proton bei δ = 7.80 koppelte auf die C-
Atome bei δ = 189.0, 115.5, 159.0 und 138.0. Von dem Proton bei δ = 7.87 wurden 
Kopplungen auf die C-Atome bei δ = 131.9, 115.5 und 138.0 beobachtet. Ein 
Anthrachinongerüst annehmend, wurde hiernach die Position des Protons bei δ = 
7.80 auf die Position C-8 festgelegt. Hierfür sprach vor allem die Kopplung auf das 
Carbonylkohlenstoffatom bei δ = 189.0. Da bereits nach Auswertung des 1H-NMR-
Spektrums die Nachbarschaft dieses Protons zu dem Proton bei δ = 7.87 feststand, 
mußte letzteres die Position C-7 erhalten. Damit konnte sich die Hydroxygruppe nur 
in Position C-5 befinden, wodurch das Aglykon (b) nach Abbildung 81 auszuschlie-
ßen war. Aus allen weiteren HMBC-Korrelationen ließ sich das in Abbildung 84 
dargestellten Aglykon (Fragment I) konstruieren. Zur weiteren Unterstützung der 
Strukturaufklärung wurden neben Vineomycin C (36) als Beispiel für ein Anthrachi-
non-Antibiotikum mit aliphatischem Seitenkettenrest auch das Angucyclin Saquay-
amycin A (39)74 ausgewählt und die 13C-NMR-Daten verglichen (siehe Tabelle 13). 
Hiernach wurde für den Seitenkettenrest von 40 eine terminale Carbonsäuregruppe 
angenommen. Jedoch konnte im 13C-NMR-Spektrum kein Signal für das C-Atom 
einer Carboxylgruppe gefunden werden. Jedoch würde das C-Atom einer Carbo-
xylgruppe zusammen mit drei weiteren Protonen den zuvor erwähnten und noch 
nicht zugeordneten Massenrest von 15 erklären. Da auch im HMBC-Spektrum keine 
Kopplungen in dem Signalbereich für Carboxykohlenstoffatome zu erkennen waren, 
wurde eine kleine Menge der Verbindung 40 mit Diazomethan methyliert, um die 
vermutete Carbonsäuregruppe zu beweisen. Das Methylierungsprodukt zeigte im 1H-
NMR-Spektrum ein zusätzliches Signal bei δ = 3.72, was in diesem Fall nur auf ei-
nen Methylester schließen ließ (siehe Abbildungen 80 und 83). Damit wurde die 
Anwesenheit einer Carbonsäuregruppe bestätigt.  
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Abbildung 82: 1H-NMR-Spektrum (300 MHz) des Methylierungsproduktes von Mutaba-
hamycin  in CDCl3. 

 
Der aliphatische Seitenrest war mit Position C-2 des Anthrachinongrundgerüstes 

verknüpft. Dies bewiesen die Kopplungen der Methylenprotonen bei δ = 3.01 und 
3.09 auf das aromatische Kohlenstoffatom bei δ = 134.1 (C-2) sowie die Kopplungen 
auf das C-Atom bei δ = 161.0. Außerdem lag eine weitere Kopplung auf das Kohlen-
stoffatom bei δ = 72.1 vor. Auf dieses C-Atom koppelten wiederum die Protonen der 
Methylengruppe bei δ = 2.58. Dem 13C/APT-Spektrum zufolge war das Signal bei δ 
= 72.1 einem quartären Kohlenstoffatom zuzuordnen. Dessen chemische Verschie-
bung wies dabei auf ein geminales Sauerstoffatom hin. Damit blieb noch eine Bin-
dung für das C-Atom bei δ = 72.1 offen. Möglicherweise war es mit der Methylgrup-
pe bei δ = 29.7 verknüpft. Auch wenn keine HMBC-Kopplungen auf das C-Atom der 
Methylgruppe zu sehen waren oder die entsprechenden Protonen keine HMBC- oder 
H,H-COSY-Kopplungen zeigten, so sprachen Strukturvergleiche ähnlicher Anthra-
chinon-Antibiotika mit aliphatischem Seitenkettenrest wie Vineomycin C (36) oder 
Fridamycin D (37) für diese Annahme.  
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Abbildung 83: Ausgewählte HMBC-Korrelationen für das Fragment (I) der Verbin-
dung (40). 

Das Aglykon war in Position C-6 C-glycosidisch mit einem Zucker verknüpft, bei 
dem es sich sehr wahrscheinlich um den Zucker D-Olivose handelte, wie ein Ver-
gleich mit den Zuckern anderer Vineomycine, wie z.B. Saquayamycin A, vermuten 
ließ (siehe Abbildungen 85 und 90). Beide Disaccharideinheiten von Saquayamycin 
A sind bis auf den Zucker B mit den Disaccharideinheiten von 40 identisch. Da es 
sich insgesamt um für Angucycline typische Zucker handelt, liegt es nahe, daß die 
Zucker von 40 denen von 39 auch stereochemisch entsprechen. 

Eine O-glycosidische Bindung wurde aufgrund der chemischen Verschiebung für 
das anomere C-Atom mit δ = 71.5 ausgeschlossen, da bei einer O-glycosidischen 
Bindung das Signal für das anomere Kohlenstoffatom bei tieferem Feld (δ = 85 - 
110) läge. Die relative Konfiguration der Zucker konnte nicht bestimmt werden, da 
die Protonensignale vorwiegend als Multipletts aufgespalten vorlagen, bzw. sich ü-
berschnitten und so Kopplungskonstanten nicht ermittelt werden konnten. Für die 
Messung von auswertbaren NOESY-Spektren reichte dagegen die Substanzmenge 
von 4.0 mg nicht aus. Die Konstitution der Zucker wurde mit Hilfe der zweidimensi-
onalen NMR- Spektren aufgeklärt. 
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Abbildung 84: Saquayamycin A (39) mit Bezeichnung der Zuckersubstituenten A-D. 

 
Abbildung 85: H,H-COSY-Spektrum (500 MHz) von Mutabahamycin (40) in CDCl3. 

Dem HSQC-Spektrum zufolge war an das C-Atom bei δ = 71.5 mit dem Proton 
bei δ = 4.96 geknüpft. Die HMBC-Kopplungen des Protons bei δ = 4.96 auf die aro-
matischen C-Atome bei δ = 138.0 (C-6) und 133.4 (C-7) zeigten dabei die Verknüp-
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fung des Zuckerrestes mit dem Aglykon an. Die Struktur des Zuckerrestes konnte im 
Wesentlichen durch H,H-COSY-Korrelationen aufgelärt werden. So korrelierte das 
Proton bei δ = 4.96 im H,H-COSY-Spektrum mit den Protonen der Methylengruppe 
bei δ = 1.60-1.45 und 2.48-2.45, die nach HSQC-Auswertung dem C-Atom bei δ = 
36.6 zugeordnet wurden. Beide Protonen dieser Methylengruppe waren der H,H-
COSY-Korrelationen zufolge wiederum zu dem Proton bei δ = 3.80 und dieses zu 
dem Proton bei δ = 3.46 benachbart, das eine HMBC-Kopplung zu dem C-Atom bei 
74.6 aufwies. Dieses C-Atom war mit dem Proton bei δ = 3.55 verknüpft, welches 
eine H,H-COSY-Korrelation zu Protonen der Methylgruppe bei δ = 1.39. An dieses 
Zuckermolekül war O-glycosidisch der Zucker 2-Hydroxy-cinerulose gebunden, 
wobei die Kopplung von dem Proton bei δ = 5.17 auf das C-Atom bei δ = 74.5 die 
Verknüpfungsstelle angab. Das Proton bei δ = 5.17 korrelierte ferner im H,H-COSY-
Spektrum mit dem Proton bei δ = 4.32, welches mit dem C-Atom bei δ = 71.2 ver-
knüpft war. Das Proton bei δ = 4.32 war durch die H,H-COSY-Korrelationen zu den 
Methylenprotonen bei δ = 2.64 benachbart. Außerdem koppelte es im HMBC-
Spektrum auf das Ketokohlenstoffatom bei δ = 207.8 sowie auf das C-Atom bei δ = 
77.7, welches mit dem Proton bei δ = 4.72 verknüpft war. Damit befand sich die Ke-
togruppe zwischen den Kohlenstoffatomen bei δ = 77.7 und 41.1, was der Position 
C-4’’ entsprach. Das Proton bei δ = 4.72 korrelierte schließlich im H,H-COSY-
Spektrum mit den Methylprotonen bei δ = 1.36 und zeigte auch eine Kopplung zu 
dem C-Atom dieser Methylgruppe (δ = 16.2) im HMBC-Spektrum. In Abbildung 86 
sind die wichtigsten HMBC-und H,H-COSY Korrelationen dieser Disaccharideinheit 
dargestellt. 
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Abbildung 86: Ausgewählte HMBC- ( ) und H,H-COSY-Korrelationen (  ) für das 
Fragment (II) der Verbindung 40 . 
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Tabelle 13: Vergleich der 13C-NMR-Werte von Mutabahamycin (40) mit denen von Sa-
quayamycin A74 (39) und dem Aglykon des Vineomycin C (36). 

C-Atom  Saquayamycin A (lit.)  C-Atom Mutabahamycin Aglykon von Vineomycin C 
(exp.) 

1 204.7 14 -  174.7 
2 50.2 13 44.7 45.2 
3 82.4 12    72.1 71.8 
4 44.5 11 41.1 40.1 
4a 79.9 2 134.1 134.2 
5 145.6 3 139.5 139.2 
6 117.4 4 119.1 118.6 
6a 138.8 4a 132.0 131.4 
7 188.2 10 188.2 187.3 
7a 114.0 10a 115.5 115.0 
8 158.0 5 158.9 158.7 
9 138.2 6 138.0 138.3 

10 133.5 7 133.4 133.1 
11 119.6 8 119.5 119.4 
11a 130.5 8a 131.9 131.4 
12 182.2 9 189.0 187.5 
12a 138.9 9a 115.8 115.3 
12b 77.4 1 161.0 161.1 
13 25.5 15 29.7 26.9 
1’ 71.1 1’ 71.5 
2’ 38.9 2’ 36.6 
3’ 71.3 3’ 76.79 
4’ 89.3 4’ 74.6 
5’ 74.4 5’ 74.7 
6’ 18.4 6’ 17.5 
1’’ 95.2 1’’ 91.4 
2’’ 142.1 2’’ 77.7 
3’’ 127.3 3’’ 41.1 
4’’ 195.1 4’’ 207.8 
5’’ 71.6 5’’ 71.2 
6’’ 15.2 6’’ 16.1 
1’’’ 92.4 1’’’ 96.6 
2’’’ 24.7 2’’’ 24.4 
3’’’ 24.5 3’’’ 24.7 
4’’’ 76.2 4’’’ 76.76 
5’’’ 67.0 5’’’ 65.8 
6’’’ 17,1 6’’’ 17.2 
1’’’’ 95.3 1’’’’ 95.4 
2’’’’ 143.0 2’’’’ 143.1 
3’’’’ 127.3 3’’’’ 127.4 
4’’’’ 196.7 4’’’’ 197.2 
5’’’’ 70.7 5’’’’ 70.5 
6’’’’ 15.1 6’’’’ 15.1 

 

*Zählweise zwischen Angucyclinen und den offenkettigen Anthrachinonderivaten weicht voneinander 
ab. Gegenübergestellt sind die sich strukturell entsprechenden Atome. 
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An die aliphatische Seitenkette des Aglykons war ein weiteres Disaccharid (L-

Rhodinose  L-Aculose) gebunden. (siehe Abbildung 87). 
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Abbildung 87: Ausgewählte HMBC- und H,H-COSY-Kopplungen für das Fragment 
(III) der Verbindung 40. 

Dabei wurde die Verknüpfungsstelle durch die Kopplung der Protonen bei δ = 
2.58 auf das Kohlenstoffatom bei δ = 96.6 festgelegt. Die relative Tieffeldverschie-
bung dieses anomeren C-Atoms zeigte eine O-glycosidische Bindung an. Von dem 
Zuckerrest seinerseits ging eine Kopplung von den Methylenprotonen bei δ = 1.60-
1.45 auf das Kohlenstoffatom bei δ = 72.1 aus. Außerdem zeigten sie eine H,H-
COSY-Korrelationen zu den Protonen der Methylengruppe bei δ = 2.13-1.80. Diese 
Protonen wiederum korrelierten im H,H-COSY-Spektrum mit dem Proton bei δ = 
3.60-3.54, das nach HSQC-Auswertung mit dem C-Atom bei δ = 76.76 verknüpft 
war, was der Position C-4’’’ entsprach. Das Proton bei 3.96-3.91 zeigte eine HMBC-
Kopplung auf das Kohlenstoffatom der Methylgruppe bei δ = 17.2. Schließlich wies 
das anomere Proton bei δ = 4.82 eine Kopplung auf das C-Atom bei δ = 65.8 auf. 
Das anomere Proton des folgenden Zuckers bei δ = 5.21 koppelte auf das Kohlen-
stoffatom in Position C-4’’’ mit δ = 76.76 und legte damit die Verknüpfungsstelle 
zwischen den beiden Zuckermolekülen fest. Außerdem zeigte dieses anomere Proton 
eine Kopplung auf das Kohlenstoffatom bei δ = 70.5 sowie eine Kopplung auf die 
beiden olefinischen C-Atome bei δ = 143.1 und 127.4. Die folgende Protonense-
quenz war durch die H,H-COSY-Korrelationen zwischen den Protonen bei δ = 5.21 
und 6.86 sowie den beiden olefinischen Protonen bei δ = 6.86 und 6.07 festzustellen.  
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Abbildung 88: HMQC-Spektrum (500 MHz) von Mutabahamycin (40) in CDCl3. 

Auf das Carbonylkohlenstoffatom bei δ = 197.2 koppelten die Protonen bei δ = 
6.86, 4.56 und 1.35. Demnach lag ohne Zweifel ein α,β-ungesättigter Ketozucker 
vor. Schließlich zeigte das Methinproton bei δ = 4.56 eine Kopplung auf das Kohlen-
stoffatom der Methylgruppe bei δ = 15.13, deren Protonen mit δ = 1.35 ihrerseits auf 
das C-Atom der Methingruppe bei δ = 70.5 koppelten (siehe Abbildung 89 und Ta-
belle 13). Die so identifizierten Fragmente (I), (II) und (III) ergaben damit die Ver-
bindung 40. Da weder in Antibase noch in den Datenbanken Chemical Abstracts und 
Dictionary of Natural Products die Verbindung 40 gefunden wurde, scheint es sich 
um eine neue Verbindung zu handeln. 40 war schwach aktiv gegen Bacillus subtilis, 
Staphylococcus aureus und Escherichia coli (siehe Tabelle 14).  
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40   

Die isolierte Verbindung wurde als Mutabahamycin (40) bezeichnet und gehört 
zu der Familie der Anthrachinon-Antibiotika, welche sich aus dem Polyketidweg 
ableiten. Die Anthrachinon-Antibiotika mit vergleichbarer aliphatischer Seitenkette 
wie bei Mutabahamycin können nach Imamura et al.67 aus analogen Angucyclinonen 
entstehen (siehe Abbildung 74). Demzufolge könnte Mutabahamycin aus dem Angu-
cyclin Saquayamycin A (39) hervorgegangen sein (daher wurde der Name Mutab-
hamycin für 40 in Anlehnung an das arabische Wort für „Nachfolge“ gewählt). So 
würde durch Ringöffnung von Saquayamycin A nach Bindungsbruch zwischen den 
Kohlenstoffatomen C-1 und C-12b das Aglykon von Mutabahamycin (40) resultie-
ren. Das hieran O-glycosidisch gebundene Disaccharid C-D (L-Rhodinose  L-
Aculose) (siehe Abbildung 90) entspricht dabei dem von Saquayamycin A. Dagegen 
unterscheidet sich die Disaccharidkette A-B (D-Olivose  2-Hydroxy-Cinerulose) 
im Zucker B. Der Zucker B entspricht bei Saquayamycin A (39) dem Zucker L-
Aculose (siehe Abbildung 85). Möglicherweise ist dieser Unterschied jedoch auf eine 
Addition von Wasser an die Doppelbindung der L-Aculose von Saquayamycin A 
zurückzuführen (siehe Abbildung 90). In der Literatur war kein entsprechender Zu-
cker wie der Zucker B aus 40 zu finden, mit Ausnahme des vergleichbaren Methylie-
rungsprodukts der L-Aculose (Methyl-3,6-dideoxy-2-O-methyl-α-L-threo-
hexopyranosid-4-ulose).77  
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Abbildung 89: Mögliche Bildung von Mutabahamycin (40) aus Saquayamycin A 
(39).  

Typische Desoxyzucker für die Gruppe der Angucycline und der sich von diesen 
ableitenden Anthrachinonantibiotika sind z.B. die Zucker D-Olivose (z.B. Saquaya-
mycin A (39)), L-Aculose (z.B. in Saquayamycin A), L-Rhodinose (z.B. in Cytorho-
din J (25)) oder L-Cinerulose (z.B. in Aclacinomycin A1) (siehe Abbildung 90).  
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Abbildung 90: Das Vorkommen der Desoxyzucker wie z.B. D-Olivose, L-Aculose, 
L-Rhodinose und L-Cinerulose ist typisch für die Gruppe der Angucycline 
und der sich von diesen ableitenden Anthrachinonantibiotika66. 

6-(6-Ethoxy-2-methyltetrahydropyran-3-yloxy)-6H-pyran-3-on  

Aus Fraktion 1 wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Schulz75, 76 im Rahmen einer 
Lipidphasenuntersuchung die Verbindung 41 erhalten. Dabei wurden sämtliche Mas-
sen- und NMR-Spektren in der Arbeitsgruppe Schulz gemessen und uns zur weiteren 
Strukturaufklärung vorgelegt. Nach EI-MS ergab sich eine Molmasse von 270 Dal-
ton. Im 1H-NMR-Spektrum waren zwei Signale im olefinischen Bereich auffällig. 
Außerdem lagen im für Zucker typischen Bereich von δ ≈ 3.0 - 5.5 neun Signale, 
wobei der Tieffeldlage zweier Signale zufolge von mindestens einem oder zwei ace-
talischen Protonen und damit im Falle eines Zuckers von mindestens ein oder zwei 
O-glycosidischen Bindungen auszugehen war. So sah man bei δ = 6.90 ein Dublett 
vom Dublett mit einer Intensität von 1H, dessen zugehöriges Proton H,H-COSY-
Kopplungen auf die Protonen bei δ = 6.10 und 5.20 zeigte, welche jeweils als Du-
bletts mit einer Intensität von je 1H vorlagen. Der chemischen Verschiebung zufolge 
zeigten die Signale bei δ = 6.90 und 6.10 wahrscheinlich olefinische Protonen an, 
während die chemische Verschiebung für das Proton bei δ = 5.20 typisch für acetali-
sche Protonen war, was durch Auswertung des HSQC-Spektrums bestätigt wurde, da 
dieses Proton an das Kohlenstoffatom mit der für acetalische C-Atome typischen 
chemischen Verschiebung von δ = 95 gebunden war.  
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Abbildung 91: 1H-NMR-Spektrum (400 MHz) von 6-(6-Ethoxy-2-
methyltetrahydropyran-3-yloxy)-6H-pyran-3-on (41) in CDCl3.  

Ferner ließen sich nach dem HSQC-Spektrum die olefinischen Protonen den 
Kohlenstoffatomen bei δ = 143 und 127 zuordnen, was u.a. typisch für Doppelbin-
dungen von α,β-ungesättigten Ketonen ist. Tatsächlich ließ sich im 13C-NMR-
Spektrum auch ein Signal für das C-Atom einer α,β-ungesättigten Ketogruppe bei δ 
= 197 feststellen. Damit mußte das Strukturfragment O=C-CH=CH-CH(OR)2- vor-
liegen. Das Proton bei δ = 4.84 koppelte im H,H-COSY Spektrum auf die Protonen 
des Multipletts bei δ = 2.19-1.81, welches eine Intensität von 2H aufwies und seiner-
seits Korrelationen zu dem Multiplett mit einer Intensität von 2H bei δ = 1.69-1.53 
zeigte. Nach dem HSQC-Spektrum war das Proton bei δ = 4.84 mit dem Kohlen-
stoffatom bei δ = 97 verknüpft, woraus ein weiteres acetalisches Strukturfragment -
CH2-CH2-CH(OR)2- resultierte. Schließlich lagen im Bereich von δ = 4.60-3.95 zwei 
Quartetts mit einer Intensität von je 1H, sowie ein Multiplett, ein Dublett von Quar-
tett und ein Singulett mit einer Intensität von je 1H. Der chemischen Verschiebung 
zufolge mußten sich die Protonen der Quartetts in geminaler Position zu Sauerstoff-
atomen befinden, so daß zweimal das Strukturfragment –O-CH-CH3 vorlag. Das 
Proton des Dubletts eines Quartetts bei δ = 3.48 bildete nach Auswertung des HSQC-
Spektrums zusammen mit dem Proton des Multipletts bei δ = 3.71 eine Methy-
lengruppe, die der chemischen Verschiebung nach zu einem Sauerstoffatom benach-
bart war, so daß sich das Fragment -O-CH2-CH3 ergab. Die Methylgruppen dieser 
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drei Strukturfragmente wurden im 1H-NMR-Spektrum durch die Signale bei δ = 
1.38, 1.24 und 1.20 angezeigt.  

 

Abbildung 92: 13C-NMR-Spektrum (100 MHz) von 6-(6-Ethoxy-2-
methyltetrahydropyran-3-yloxy)-6H-pyran-3-on (41) in CDCl3.  

Eine Datenbankrecherche mit diesen NMR-Daten sowie der Molmasse der vor-
liegenden Verbindung führte zu keinem Eintrag. Daher wurde anhand der H,H-
COSY, HSQC- und HMBC-Spektren die Gesamtstruktur aufgeklärt, was zu dem 
Disaccharid 41 führte. Mit Hilfe der HMBC-Korrelationen ließen sich die postulier-
ten Strukturfragmente bestätigen und entsprechend zusammensetzen. Sämtliche 
HMBC- und H,H-COSY-Kopplungen, die zur Aufklärung des Disaccharids beitru-
gen, sind in Abbildung 92 wiedergegeben. 



 Stamm B 6278   
    

131

O

O
CH3

OCH3

O

O CH3

H

H
H

H

H

H

H
H

HH

H H

H
96.6

196.9
143.1

127.3

95.4

77.2

70.5

65.7

62.6

24.7
24.4

17.2

15.1

14.9

 

Abbildung 93: Ausgewählte HMBC- ( ) und H,H-COSY-Kopplungen ( ) von 41. 

 So bildete das α,β-ungesättigte Keton zusammen mit der –O-CH-CH3-Gruppe 
einen Ketozucker, wie die Kopplungen der Protonen der Methylgruppe bei δ = 1.38 
auf das C-Atom der Ketogruppe bei δ = 197 bewiesen. Das anomere Proton bei δ = 
5.20 koppelte im HMBC-Spektrum auf das Kohlenstoffatom der Methingruppe bei δ 
= 78 und zeigte damit die Verknüpfungsstelle zu der zweiten Zuckereinheit an. Auf 
dieses Methinkohlenstoffatom waren HMBC-Kopplungen der Protonen der Methyl-
gruppe sowie des Methinprotons des zweiten –O-CH-CH3 Strukturfragments festzu-
stellen. Da auf das Methinkohlenstoffatom dieses Fragments bei δ = 66 das zweite 
anomere Proton eine HMBC-Kopplung zeigte, war auch die Struktur des zweiten 
Zuckers schnell aufgeklärt, da dieses zweite anomere Proton zu dem Fragment -CH2-
CH2-CH(OR)2- gehörte. Dieser zweite Zucker war schließlich O-glycosidisch mit der 
noch offenen Ethylgruppe verbunden, auf welche zwar keine Fernkopplungen zu 
erkennen waren, welches aber auch den chemischen Verschiebungen zufolge die 
einzige passende Möglichkeit war. Das Disaccharid (41) wurde weder in den Daten-
banken Chemical Abstracts, Beilstein noch in AntiBase® oder dem Dictionary of 
Natural Products gefunden und gilt damit als neu. Anzumerken bleibt, daß das iso-
lierte Disaccharid sich u.U. von der mit dem Aglykon von Vineomycin A1 (42) (Zu-
ckerringe D und E: L-Rhodinose L-Aculose) oder von Mutabahamycin (40) O-
glycosidisch verknüpften Disaccharideinheit (Zuckerringe C und D: L-
Rhodinose L-Aculose) ableiten könnte. Vineomycin A1 wurde dabei aus dem Roh-
extrakt II des Stammes B 6278 isoliert. So könnte hierbei ein Zusammenhang darin 
bestehen, daß der Stamm B 6278 überschüssige Zucker in Form von Glycosiden 
speichert. Eine andere Möglichkeit wäre jedoch, daß während des Aufarbeitungspro-
zesses mit Chloroform durch Lichteinfluß Salzsäure entstanden ist, welche die Gly-
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coside des Stammes B 6278 (also z.B. Vineomycin A1) gespalten hat. Hiernach 
könnten die hydrolysierten Zucker mit Ethanol, welches ein Stabilisator für Chloro-
form ist, reagiert haben, was gegebenenfalls zu dem isolierten Disaccharid (41) ge-
führt haben könnte. Die letzte Möglichkeit ist sehr wahrscheinlich, da Ethylether, 
Ethylester und Ethylglycoside in der Natur sehr selten sind. Interessant in diesem 
Zusammenhang ist jedoch, daß wie erwähnt neben der Verbindung Vineomycin C 
(36) auch das Angucyclin Vineomycin A1 (42)  isoliert worden ist. Dabei entspre-
chen die Zuckerringe D-E von 42, wie oben geschildert, dem isolierten Disaccharid 
(41). Würde nun entsprechend der Studie von Imamura et al. (siehe Abbildung 74) 
aus Vineomycin A1 nach Ringöffnung Vineomycin B2 resultieren, dann ließe sich 
ausgehend von Vineomycin B2 durch Abspaltung der entsprechenden Disacchari-
deinheit (Zuckerringe D-E) das Auftreten von Vineomycin C und dem isoliertetn 
Disaccharid 6-(6-Ethoxy-2-methyltetrahydropyran-3-yloxy)-6H-pyran-3-on (41) er-
klären, wodurch 41 nicht zwingend ein Artefakt wäre. Dennoch bleibt darauf zu 
verweisen, daß analog zu der Studie von Imamura et al. der direkte Vorläufer von 
Vineomycin C das Angucyclin A-7884 ist, welches ebenfalls aus dem Rohextrakt 
des Stammes B 6278 isoliert worden ist. 
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Bearbeitung des Rohextraktes (II) von Stamm B 6278 

Der Stamm B 6278 wurde erneut unter vergleichbaren Bedingungen wie zuvor 
fermentiert und die resultierende Kulturbrühe sowie das Zellmaterial entsprechend 
extrahiert. Dabei erhielt man 2.3 g eines braungelben Rohextraktes. Dieser wurde 
ohne vorausgehende Extraktion mit Cyclohexan durch Vakuum-Säulenchromatogra-
phie an Kieselgel in fünf Fraktionen getrennt. Ziel dieser zweiten Bearbeitung war 
die erneute Isolierung von Mutabahamycin (40) für weitere biologische und pharma-
kologische Untersuchungen. Nach DC-Kontrolle mit der aus Extrakt (I) isolierten 
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Reinsubstanz Mutabahamycin als Vergleich schien keine der vier Hauptfraktionen 
die gesuchte Verbindung zu enthalten. Da sich die Zonen auf dem Dünnschichtch-
romatogramm jedoch z.T. überschnitten, wurden die Fraktionen 2, 3 und 5 durch 
HPLC-MS analysiert. Aber auch hier konnte keine entsprechende Masse (m/z = 838) 
gefunden werden. Dennoch wurden die Fraktionen 2 und 3 weiterbearbeitet, da 
hauptsächlich diese Fraktionen bei Tageslicht bei DC orange und gelbe Zonen auf-
wiesen. Die Fraktion 2 lieferte nach Reinigung über Sephadex erneut Rabelomycin 
(38) sowie Fridamycin D (37). 

Vineomycin A1 

Aus Fraktion 3 erhielt man eine dunkelorange Verbindung, deren Molmasse 
durch ESI-MS zu 935 Dalton bestimmt wurde. Da die Verbindung mit Natronlauge 
eine rote Farbreaktion zeigte und aus dem Rohextrakt der ersten Fermentation des 
Stammes B 6278 bereits verschiedene Anthrachinon- bzw. Angucyclinderivate iso-
liert worden sind, wurde auch hier ein Anthrachinon oder Angucyclin mit mindestens 
einer peri-Hydroxygruppe vermutet. So zeigte das 1H-NMR-Spektrum auch ein ent-
sprechendes Singulett der Intensität von 1H bei δ = 12.26 (siehe Abbildung 95). Fer-
ner konnten im aromatisch-olefinischen Bereich bei δ = 7.85 und 7.57 zwei Dubletts 
der Intensität von je 1H mit identischen Kopplungskonstanten festgestellt werden, 
wonach von ortho-ständigen Protonen auszugehen war. Es folgten vier Dubletts bei δ 
= 6.87, 6.41, 6.08 und 6.02 mit der Intensität von je 1H sowie ein Multiplett bei δ = 
6.85 mit der Intensität von 2H. Der Tieffeldlage zufolge mußte es sich dabei um ole-
finische Protonen handeln, womit insgesamt drei olefinische Doppelbindungen zu 
erwarten waren. Die drei Signale mit den Intensitäten von 1, 2 und 1H bei δ = 5.24, 
5.23 und 4.96 deuteten auf vier acetalische Protonen hin. Der aliphatische Bereich 
von δ = 4.83-1.64 ließ vierzehn Signale mit einer Gesamtintensität von 24H erken-
nen. Die Signale bei δ = 1.36, 1.33 und 1.26-1.22 mit den Intensitäten von 3H, 6H 
und 9H ließen auf sechs Methylgruppen schließen. Nach einer Substrukturrecherche 
in AntiBase® erhielt man die Verbindung Vineomycin A1 (42) als mögliche Struk-
turvorschlag. Mit Hilfe des 13C-NMR-Spektrums sollten daher nähere Strukturinfor-
mationen erhalten werden. 
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Abbildung 94: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Vineomycin A1 (42) in CDCl3. 
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Abbildung 95: 13C-NMR-Spektrum (125 MHz) von Vineomycin A1 (42) in CDCl3. 

Im 13C-NMR-Spektrum (siehe Abbildung 95) fielen bei tiefem Feld fünf Signale 
bei δ = 204.8, 196.8, 196.5, 188.1 und 182.1 auf. Dabei war die chemische Verschie-
bung des ersten Signals charakteristisch für eine Ketocarbonylfunktion, während die 
Signale bei δ = 196.8 und 196.5 typisch für α,β-ungesättigte Ketogruppen waren. Die 
Signale bei δ = 188.1 und 182.1 wurden auf chinoide Carbonylkohlenstoffatome zu-
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rückgeführt. Im Bereich sp2-hybridisierter Kohlenstoffatome lagen vierzehn Signale. 
Da jedoch vier dieser Signale zu den olefinischen Kohlenstoffatomen der beiden α,β-
ungesättigten Ketogruppen gehörten und dem 1H-NMR-Spektum zufolge zwei weite-
re Signale olefinischen C-Atomen zuzuordnen waren, verblieben nur noch acht Sig-
nale für aromatiche Kohlenstoffatome. Hiermit konnte das anfangs vermutete An-
thrachinongrundgerüst ausgeschlossen werden und so wurde ein Angucylin für die 
Verbindung 42 angenommen. Die nach dem 1H-NMR-Spektrum vermuteten acetali-
schen Protonen wurden im 13C-NMR-Spektrum durch die Signale bei δ = 99.4, 95.2 
und 92.3 bestätigt, wobei das Signal bei δ = 95.2 seiner Intensität nach zwei C-
Atomen entsprechen mußte. Schließlich wurden im Bereich von δ = 88.8-66.8 drei-
zehn Signale identifiziert, die sehr wahrscheinlich Methingruppen mit Sauerstoffver-
knüpfung anzeigten. Das 13C/APT-NMR-Spektrum zeigte zuletzt sieben Methy-
lengruppen und wie nach Auswertung des 1H-NMR-Spektrums erwartet, sechs Me-
tylgruppen an. Mit diesen Angaben wurde in der Datenbank AntiBase® eine Sub-
struktursuche durchgeführt. Dabei konnte nur das Angucyclin Vineomycin A1 (42) 
mit entsprechender Masse gefunden werden. Ein Vergleich der 13C-Daten ergab eine 
weitgehende Übereinstimmung77. Außerdem wurde die komplexe Struktur der Ver-
bindung 42 zusätzlich durch 2D-NMR-Experimente überprüft. Wie erwartet bestätig-
ten die Korrelationen im H,H-COSY-Spektrum, HSQC-Spektrum und HMBC-
Spektrum die Übereinstimmung mit der Struktur von Vineomycin A1 (42).  

Vineomycin A1 wurde erstmals 1977 unter der Bezeichnung OS-4742 A1 von Sa-
toshi Omura et al.78 aus Streptomyces matensis subsp. vineus isoliert; es gehört zu 
der Gruppe der Angucyclinantibiotika vom Aquayamycin-Typ. Die Substanz hemmt 
das Wachstum grampositiver Bakterien und ist wirksam gegen Sacroma 180 (fester 
Tumor der Maus)78. Zudem wurde die Hemmung des Enzyms Prolylhydroxylase 
festgestellt79. Die Prolylhydroxylase ist das Schlüsselenzym bei der Kollagensynthe-
se. Ihre Aktivität ist bei verschiedenen Fibrosearten erhöht, wodurch Vineomycin A1 

(42) interessant für die Behandlung von fibrotischen Erkrankungen sein könnte. Für 
Vineomycin A1 (42) werden u.a. die Bezeichnungen OS-4742 A1

78 und P-1894B 
verwendet79. Die isolierte Verbindung 42 zeigte im Agardiffusionstest mittelstarke 
Aktivitäten gegen Staphylococcus aureus sowie schwache Aktivitäten gegen Bacillus 
subtilis, Escherischia coli und Mucor miehei (Tü 284) (siehe Tabelle 14). 
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Tabelle 14: Bioaktivitäten der aus Streptomyces sp. Stamm B 6278 isolierten Anthrachinon- 
bzw. Angucyclinantibiotika. 

 Hemmhof Ø [mm] / Testkeime 

Isolierte Substanz Staphylococcus 
aureus 

Bacillus 
subtilis 

Escherichia 
coli  

Mucor miehei 
(Tü 284) 

A-7884 (35) 19 23 24 0 

Fridamycin D (37) 15 15 0 0 

Rabelomycin (38) 14 11 11 11 

Vineomycin C (36) 12 15 16 0 

Mutabahamycin 
(40) 

11 11 11 0 

Vineomycin A1 (42) 14 11 11 11 
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Bakterienstämme aus der Nordsee 

 Stamm Hel 38 

Der Stamm Hel 38 fiel im Primärscreening durch starke Aktivitäten gegen Mucor 
miehei (Tü 284) und Chlorella vulgaris auf (sämtliche Ergebnisse der Bioaktivitäts-
tests siehe Tabelle 28). Darüber hinaus konnten im Zytotoxizitätstest gegen Leish-
mania donovani sehr hohe Aktivitäten und im Zytotoxizitätstest mit RAW-
Makrophagen (Maus-Makrophagen-Zellinie RAW 264.7) mittlere Aktivitäten festge-
stellt werden. Im chemischen Screening waren gelbe und orange Zonen bei Tages-
licht auf dem Dünnschichtchromatogramm auffällig. Schließlich wurde der Stamm 
Hel 38 von der Arbeitsgruppe von Siegmud Lang80 im Maßstab einer 40 l-
Fermenterkultur angezüchtet und das Kulturmedium und der Zellrückstand separat 
mit Ethylacetat extrahiert. Hiernach lagen ein Zellextrakt von 10.4 g und ein Zell-
überstandsextrakt von 10.6 g vor. Da allein der Ethylacetatextrakt des Zellrückstan-
des noch mittlere Aktivitäten gegen Mucor miehei (Tü 284) und Chlorella vulgaris 
aufwies und der Extrakt des Überstandes nur am Startfleck eine orange Zone zeigte, 
wurde der Zellextrakt für eine Weiterbearbeitung ausgewählt. So wurde der Zellex-
trakt durch Vakuum-Säulenchromatographie in fünf Fraktionen getrennt. Da keine 
der Fraktionen eine Aktivität im Agardiffusionstest zeigte, wurden die Fraktionen 
nach chemisch geführter Kontrolle weiter analysiert. Die Weiterbearbeitung erfolgte 
trotz fehlender Bioaktivitäten, da das allgemeine Metabolitenspektrum der Nordsee-
stämme aus chemotaxonomischer Hinsicht von Interesse war. 
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Abbildung 96: Aufarbeitungsschema für die 50 l-Fermenterkultur von Sphingomonas sp. 
Hel 38; (SC = Säulenchromatographie; PDC = Präparative Dickschichtchromatographie; 
RP = reversed phase.) 
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Ubichinon-10  

Fraktion 2 enthielt eine unpolare, orange Verbindung, die durch Chromatographie 
an Sephadex in reiner Form erhalten wurde. Aufgrund des ESI-Massenspektrums (+ 
Modus) konnte die Molmasse zu 863 bestimmt werden. Jedoch zeigte das EI-
Massenspektrum einen Molekülpeak bei 864.9. Diese Masse konnte auch im negati-
ven Modus des ESI-MS ermittelt werden. Das 1H-NMR-Spektrum (siehe Abbildung 
98) zeigte bei δ = 5.09 ein Multiplett mit großer Intensität, welches u.a. charakteris-
tisch für Alkensysteme mit isolierten Doppelbindungen ist. Die beiden Singuletts bei 
δ = 3.95 und 3.96 wiesen den charakteristischen chemischen Verschiebungen zufolge 
auf zwei aromatisch gebundene Methoxygruppen hin. Das Multiplett bei δ = 2.08-
1.99 deutete Methylengruppen an und die Signale von δ = 1.71 bis 1.57 zeigten typi-
scherweise Methylgruppen an. 

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

 
Abbildung 97: 1H-NMR-Spektrum (300 MHz) von Ubichinon-10 (43) in CDCl3.. 
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Abbildung 98: 13C/APT-NMR-Spektrum (75 MHz) von Ubichinon-10 (43) in CDCl3. 

 Das 13C/APT-NMR-Spektrum (siehe Abbildung 99) bestätigte diese Annahmen 
und ließ zudem zwei Signale bei δ = 184.7 und 183.8 für Ketocarbonylgruppen er-
kennen. Außerdem wies der Bereich von δ = 144.3 bis 131.1 Signale für quartäre 
Kohlenstoffatome auf. Eine Substrukturrecherche in AntiBase® führte zu den Ver-
bindungen Ubichinon-10 (43) und Dihydroubichinon-10. Die für die isolierte Sub-
stanz erhaltenen Massenspektren zeigten wie anfangs geschildert, die Massen für 
beide Verbindungen an. Im Falle von Dihydroubichinon-10 wäre jedoch ein NMR-
Signal für eine aliphatisches Methingruppe für C-39’ zu erwarten. Dieses fehlte aber 
sowohl im 13C/APT-NMR-Spektrum als auch im 1H-NMR-Spektrum. Stattdessen 
zeigte das Signal im 13C/APT-Spektrum bei δ = 131.1 ein quartäres C-Atom an. Da-
mit mußte es sich um Ubichinon-10 (43) handeln. Die Signale der Massenspektren, 
die auf eine Masse von 865 schließen ließen, konnten möglicherweise auf Verunrei-
nigungen mit Dihydroubichinon-10 zurückzuführen sein. Häufig wird allerdings 
auch beobachtet, daß Chinone im Massenspektrometer zu ihren Hydrochinonen re-
duziert werden.  

Da für Ubichinon-10 (43) in der Literatur keine 13C-NMR Daten gefunden wor-
den sind, wurden diejenigen des homologen Ubichinon-7 für einen 13C-NMR-
Datenvergleich verwendet81. Dabei stimmten alle Werte der sich entsprechenden 
Kohlenstoffatome zufriedenstellend überein. 

Die Bezeichnung der Ubichinone geht auf ihre ubiquitäre Verbreitung in biologi-
schen Systemen zurück. Hier fungieren sie als Elektronenüberträger in der Atmungs-
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kette. Ubichinone sind Chinonderivate mit einer isoprenoiden Seitenkette. Sie wer-
den entsprechend der Anzahl dieser Isopreneinheiten bezeichnet. Gleichsam ist diese 
Anzahl speziesabhängig. So weist die in Säugern häufigste Form zehn Isopreneinhei-
ten auf, was dem Ubichinon-10 (= Coenzym Q) entspricht. Erwähnenswert ist ferner, 
daß das Auftreten von Ubichinon-10 ein Merkmal für fast alle Proteobakterien der α-
Unterklasse ist. So zeigten chemotaxonomische Untersuchungen von Wagner-Döbler 
et al.82, daß die Helgolandstämme Hel 10T und Hel 26 zu einer Untergruppe der α-
Unterklasse der Proteobakterien gehören. Bei beiden Stämmen herrschte Ubichinon-
10 von sämtlichen Chinonen der Atmungskette vor. Auch der hier untersuchte 
Stamm Hel 38 gehört zu dieser α-Unterklasse bzw. genauer zu der Gattung Shingo-
monas, wie die 16S-rDNA Analyse ergab83. Für die Gattung Shingomonas sp. gilt 
Ubichinon-10 als vorherrschender Elektronenüberträger in der Atmungskette. 

Ubichinon-10 (43) wurde 1957 erstmals von Crane et al.84 aus den Mitochondrien 
von Rinderherzen isoliert. Die Struktur wurde ein Jahr später von Morton et al.85 
aufgeklärt. 43 findet nicht nur als Nahrungsergänzungsmittel Anwendung, sondern 
spielt auch eine Rolle bei der unterstützenden Behandlung von Herzkrankheiten86.  
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Nostoxanthin  

Die Fraktion 3 war intensiv orange gefärbt und wurde durch präparative Dick-
schichtchromatographie in die zwei Unterfraktionen 3a und 3b getrennt. Diese wie-
sen nach DC-Kontrolle, neben verschiedenen UV-aktiven, farblosen Substanzen je-
weils eine schleifende, unpolare orange Zone mit ähnlichen Rf -Werten auf, die sich 
mit konzentrierter Schwefelsäure schwarz verfärbten, was ein Hinweis auf Polyene 
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war. Nach anschließender Reinigung dieser Unterfraktionen durch RP-HPLC erhielt 
man aus jeder Unterfraktion eine orange Verbindung mit ähnlichen Rf -Werten, aber 
leicht unterschiedlichen Retentionszeiten. Beide Verbindungen waren jedoch nach 
Vergleich der Molmassen sowie der 1H-NMR- und 13C-NMR-Spektren identisch. 
Dabei konnte anhand des ESI-Massenspektrums eine Molmasse von 600 Dalton er-
mittelt werden. Im 1H-NMR-Spektrum (siehe Abbildung 100) waren im aromatisch-
olefinischen Bereich bei δ = 6.73 und 6.67 zwei Multipletts zu erkennen. Diesen 
folgten fünf Dubletts bei δ = 6.41, 6.35, 6.24, 6.16 und 6.10 mit den Intensitäten von 
jeweils 2H. Da sämtliche Kopplungskonstanten in dem Bereich zwischen 11 und 16 
Hz lagen, handelte es sich sehr wahrscheinlich um ein System von konjugierten 
Doppelbindungen. Auf ein Polyen wies zusätzlich der anfangs erwähnte Test mit 
konzentrierter Schwefelsäure hin. Die Kopplungskonstanten der Dubletts lagen bei δ 
= 6.41, 6.16 und 6.10 bei 15.1 bzw. 15.9 Hz, was deutlich auf trans-ständige Dop-
pelbindungen hinwies. Die Kopplungskonstanten der Dubletts bei δ = 6.35 und 6.24 
lagen dagegen bei 11.4 Hz, was auf eine cis-ständige Doppelbindung hindeutete. 
Schließlich waren bei δ = 4.57 und 4.51 zwei Singuletts, bei δ = 2.34-2.27 ein Du-
blett von Dublett und bei δ = 2.04-1.96 ein Multiplett zu sehen, wobei die Protonen 
der beiden Singuletts aufgrund der charakteristischen chemischen Verschiebung 
vermutlich zu Sauerstoffatomen benachbart waren. Es verblieben fünf Singuletts 
zwischen δ = 1.99 - 1.05, bei denen es sich der Signalintensitäten sowie der chemi-
schen Verschiebungen zufolge, um Signale für Methylgruppen handelte, die an quar-
täre Kohlenstoffatome gebunden waren. Da die Verbindung besonders im aliphati-
schen Bereich Signale aufwies, die aufgrund ihrer Intensitäten nicht zu der gesuchten 
Verbindung gehören konnten, wurden zur eindeutigen Signalzuordnung neben einem 
13C-NMR-Spektrum auch ein HSQC- und HMBC-Spektrum aufgenommen. 
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Abbildung 99: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Nostoxanthin (44) in DMSO. 
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Abbildung 100: 13C/APT-NMR-Spektrum (150 MHz) von Nostoxanthin (44) in 
DMSO.  

Das 13C/APT-NMR-Spektrum zeigte im olefinischen Bereich vier Signale für 
quartäre Kohlenstoffatome und sieben Signale für Kohlenstoffatome von Methin-
gruppen. Ferner wies der aliphatische Bereich bei tiefem Feld zwei Signale für 
Methingruppen und bei hohem Feld jeweils ein Signal für eine Methylengruppe und 
ein quartäres C-Atom sowie fünf Signale für die Kohlenstoffatome von Methylgrup-
pen auf. Nach diesen Informationen war von einer Molmasse von mindestens 266 
auszugehen. Sind die Methingruppen bei tiefem Feld bei δ = 78.5 und 66.1 jeweils 
einem Sauerstoffatom benachbart, worauf auch die Singuletts bei δ = 4.57 und 4.51 
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im 1H-NMR-Spektrum einen Hinweis lieferten, dann wäre eine Molmasse von min-
destens 298 anzunehmen. Entsprächen ferner die beiden Sauerstoffatome zwei Hy-
droxygruppen, dann läge eine Molmasse von 300 vor, was genau der Hälfte der ge-
messenen Molmasse entsprach. Damit handelte es sich sehr wahrscheinlich um ein 
symmmetrisches Molekül. Eine Substruktursuche in AntiBase® führte zu dem Caro-
tinoid Nostoxanthin (44). 

Carotinoide sind essentiell für alle photosynthetischen Organismen. Sie bilden ei-
ne Gruppe von Pigmenten, die nicht nur in photosyntetischen, sondern auch in nicht-
photosynthetischen Prokaryonten und Eukaryonten vorkommen. Bei photosyntheti-
schen Organismen, sind sie proteingebunden am Prozeß der photosynthetischen 
Lichtabsorption beteiligt. Daneben bieten sie sowohl den phototrophen als auch den 
nicht-phototrophen Bakterien, einen Schutz vor photooxidativem Schaden87, 88. Da 
Hel 38 zu der chemoheterotrophen Gattung Shingomonas sp. gehört, funktioniert hier 
Nostoxanthin als photooxidativer Schutz. 
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Stamm Fpep1 (Pic95) 

Der Nordseestamm Fpep1 (Pic95), der dem Cytophaga/Flexibacterium-Cluster 
zugehörig ist, fiel im pharmakologischen Screening durch eine sehr hohe Aktivität 
gegen Leishmania donovani sowie durch eine hohe Aktivität im Zytotoxizitätstest 
mit RAW-Makrophagen auf. Hierbei wurde ein Ethylacetatextrakt des Stammes nach 
Kultivierung auf Cytophaga-Medium verwendet. Da das Wachstum auf dem Cyto-
medium nicht zufriedenstellend war, wurden verschiedene Kulturmedien getestet. 
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Dabei wurden bei Verwendung von Fischmehl oder Luria-Bertani-Medium (LB50%-
Medium) mit 50% Seewasser mit 80 mg/l bzw. 33.6 mg/l Rohextrakt die höchsten 
Ausbeuten erzielt. Auch im biologischen Screening waren diese beiden Extrakte am 
auffälligsten. So zeigte der nach Kultivierung auf Fischmehlmedium erhaltene Roh-
extrakt schwache bis mittlere Aktivitäten gegen Mucor miehei (Tü 284), Chlorella 
sorokiniana und Chlorella vulgaris. Der Rohextrakt der LB50%-Medium-(+ Gluco-
se)-Kultur war dagegen schwach aktiv gegen Escherichia coli, Bacillus subtilis so-
wie Chlorella sorokiniana und wies gegen Chlorella vulgaris eine sehr hohe Aktivi-
tät auf (siehe Tabelle 29). Schließlich wurde der Stamm Fpep1 insgesamt jeweils im 
Umfang einer 24 l-Schüttelkultur unter a: Verwendung des Fischmehlmediums (= 
Rohextrakt (I)) und b: unter Verwendung des LB50% (+ Glucose)-Mediums (= Roh-
extrakt (II)) kultiviert. Die Dünnschichtchromatogramme dieser beiden Rohextrakte 
unterschieden sich nicht auffällig von dem des Cytophaga-Medium-Extraktes. Die 
biologischen Aktivitäten im Agardiffusionstest waren reproduzierbar. 

Aufarbeitung des Rohextraktes (I) 

Den Rohextrakt (I) (1,6 g) aus der Kultivierung mit dem Kulturmedium „Fisch-
mehl“ des Stammes Fpep1 (Pic95) erhielt man nach Extraktion von Zellmasse und 
Kulturmedium mit Ethylacetat. Anschließende Mitteldrucksäulenchromatographie an 
Kieselgel ergab vier Fraktionen. Hiervon wurde allein die Fraktion 3 durch Säu-
lenchromatographie an Sephadex in weitere Unterfraktionen getrennt. Die Menge der 
Fraktion 2 war für eine Weiterbearbeitung nicht ausreichend hoch und die Fraktionen 
1 bzw. 4 bestanden nach Bewertung des Dünnschichtchromatogramms im Wesentli-
chen aus Lipiden, bzw. stark polaren Verbindungen (Medienkomponenten). 

Nß-Acetyltryptamin  

Die Fraktion 3 enthielt eine farblose Verbindung, die sich nach DC mit dem Ani-
saldehyd-Sprühreagenz erst intensiv rot, dann nach einigen Minuten blauviolett ver-
färbte. Durch das ESI-Massenspektrum konnte die Masse zu 202 Dalton bestimmt 
werden. Nach Auswertung des 1H-NMR-Spektrums wurde mit den entsprechenden 
in der Datenbank AntiBase® eine Substruktursuche durchgeführt, wobei allein Nß-
Acetyltryptamin (45) als Verbindung in Frage kam. Auch die Werte des 13C-NMR-
Spektrums standen mit dieser Vermutung im Einvernehmen. Ein Vergleich dieser 
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13C-NMR-Werte mit denen von M. Schiebel71 veröffentlichten Daten für Nß-
Acetyltryptamin (45) bestätigte schließlich die Struktur. 

N
H

N
H

O

 

45  

Aufarbeitung des Rohextraktes (II) 

Der Rohextrakt (II) aus der Kultivierung des Stammes Fpep1 (Pic95) mit dem 
Medium LB50% (+ Glucose) wurde durch Extraktion des Zellrückstandes mit Ethyl-
acetat und Aceton sowie Extraktion der Kulturbrühe mit Ethylacetat erhalten (siehe 
Abbildung 102). Durch Vakuum-Säulenchromatographie an Kieselgel wurde die 
vereinigten Extrakte in sechs Fraktionen getrennt und durch präparative Dick-
schichtchromatographie sowie Säulenchromatographie an Sephadex weiter gereinigt. 
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…

 

Abbildung 101: Aufarbeitungsschema für die 24 l-Schüttelkultur des Cytopha-
ga/Flexibakterium-Cluster von Stamm Fpep1 (Pic95); (SC = Säulenchromatographie; 
PDC = Präparative Dickschichtchromatographie.)  
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Zeaxanthin  

Die Fraktionen 3 und 4 lieferten nach Reinigung durch PDC (präparative Dick-
schichtchromatographie) und Sephadex-Säulenchromatographie eine gelborange 
Verbindung als Reinsubstanz. Aus dem EI-Massenspektrum konnte eine Molmasse 
von 568 Dalton ermittelt werden. Im 1H-NMR-Spektrum (siehe Abbildung 103) wa-
ren im Bereich aromatisch-olefinischer Protonen bei δ = 6.66-6.60, 6.24 und 6.16-
6.07 drei Multipletts mit einer Intensität von 4H, 2H und 6H sowie ein Dublett bei δ 
= 6.35 mit der Intensität von 2H zu sehen. 

7 6 5 4 3 2 1 0

 
Abbildung 102: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Zeaxanthin (46) in CDCl3. 

Bei δ = 3.99 lag ein Multiplett der Intensität von 2H, was der chemischen Ver-
schiebung zufolge auf ein benachbartes Sauerstoffatom hinwies. Ein Dublett vom 
Dublett der Intensität von 2H lag bei δ = 2.37. Ferner waren bei δ = 2.06-1.98, 1.77-
1.73 und zwei Multipletts und bei δ = 1.46 ein Triplett mit jeweils einer Intensität 
von 2H zu sehen. Die drei Singuletts mit den Intensitäten von 12H, 6H und wieder 
12H bei δ = 1.95, 1.72 und 1.06 wurden Methylgruppen zugeordnet.  

Das 13C-NMR-Spektrum (siehe Abbildung 104) wies im Bereich sp2-
hybridisierter Kohlenstoffatome elf Signale auf.  
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Abbildung 103: 13C-NMR-Spektrum (125 MHz) von Zeaxanthin (46) in CDCl3. 

Bei δ = 65.1 lag ein hochfeldverschobenes Signal für ein Kohlenstoffatom mit 
Sauerstoffbindung, welches bereits nach dem 1H-NMR-Spektrum vermutet worden 
war. Im Bereich von δ = 48.4 - 37.1 waren drei Signale zu erkennen, welche nach 
HSQC-Auswertung quartären Kohlenstoffatomen entsprachen. Schließlich konnten 
die vier Signale zwischen 30.3 und 12.75 dem 13C/APT-NMR-Spektrum zufolge 
Methylgruppen zugeordnet werden. Durch eine Substruktursuche in AntiBase® konn-
te die isolierte Verbindung als Zeaxanthin identifiziert werden, was durch einen 13C-
NMR-Datenvergleich mit den Literaturwerten für Zeaxanthin (46) bestätigt worden 
ist.  

Zeaxanthin gehört wie das zuvor erwähnte Nostoxanthin zu den sauerstoffhalti-
gen Carotinoiden (Xanthophylle). Neben der Rolle bei der Lichtabsorption in photo-
synthetischen Systemen sowie des photooxidativen Schutzes für den jeweiligen Or-
ganismus werden durch bestimmte Carotinoide auch Fließeigenschaften und Stabili-
tät von Membranen bei Bakterien positiv beeinflußt88. So wird beispielsweise bei 
dem thermophilen Eubakterium Thermus thermophilus die Membranstabilität bei 
hohen Temperaturen durch sog. Thermozeaxanthinderivate (z.B. Carotinoid-
Glycosidester) erhöht89.  
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Stamm Pico ІІ 5.3 

AB-400  

Von der Arbeitsgruppe Malpartida90 wurden 18 mg der Verbindung 47 als beiges 
Lyophilisat erhalten. Durch das ESI-Massenspektrum konnte die Molmasse zu 664.6 
Dalton bestimmt werden. Im EI-Massenspektrum wurde kein Molpeak erhalten. Das 
1H-NMR-Spektrum (siehe Abbildung 105) zeigte bei δ = 9.04, 8.90 und 8.43 drei 
verbreiterte Singuletts mit jeweils einer Intensität von 1H an, welche der chemischen 
Verschiebung zufolge vermutlich aliphatischen Hydroxygruppen zuzuordnen waren. 
Ferner waren im Bereich von δ = 6.67-5.57 vier Multipletts mit einer Gesamtintensi-
tät von 10H zu sehen, die aufgrund der chemischen Verschiebung olefinischen Pro-
tonen zugeordnet wurden. Die drei Multipletts und das Triplett im Bereich von δ = 
5.19-3.81 mit einer Gesamtintensität von 8H schienen Methingruppen in geminaler 
Nachbarschaft zu einem Sauerstoffatom anzuzeigen. Die beiden Dubletts bei δ = 
3.28 und 3.15 mit einer Intensität von jeweils 1H wiesen auf zwei benachbarte Pro-
tonen hin, da ihre Kopplungskonstanten identisch waren (J = 7.7 Hz). Der verblei-
bende aliphatische Bereich war durch acht Multipletts von δ = 2.80 bis 1.38 und zwei 
Methylgruppen anzeigende Dubletts bei δ = 1.52 und 1.27 charakterisiert.  
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Abbildung 104: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von AB-400 (47) in Pyridin. 

Im 13C-NMR-Spektrum (siehe Abbildung 106) erkannte man ein schwaches Sig-
nal bei δ = 176.7, das dem Kohlenstoffatom einer Carbonsäure, einem Carbonsäure-
ester oder -amid zuzuordnen war. Dem Bereich sp2-hybridisierte Kohlenstoffatome 
waren elf Signale zu entnehmen, wobei unter Berücksichtigung des 1H-NMR-
Spektrums nur olefinische C-Atome vorliegen konnten. Die Signale bei δ = 98.3 und 
97.9 deuteten zwei acetalische Kohlenstoffatome an. Da ein interpretierbares EI-
Masssenspektrum nicht erhalten wurde, konnte dies unter Berücksichtung der beiden 
acetalischen Protonen ein Hinweis auf O-glycosidisch gebundene Zuckermoleküle 
sein, da O-Glycoside i.d.R. während des Ionisationsvorganges bei Aufnahme des EI-
Massenspektrums stark fragmentieren. Die zwölf Signale von δ = 76.0 bis 54.6 ent-
sprachen vermutlich Kohlenstoffatomen mit Sauerstoffbindung, während die fünf 
Signale von δ = 47.7-38.1 dem HSQC-Spektrum zufolge Methylengruppen anzeig-
ten. Bei δ = 20.5 und 18.5 wurden die zwei nach 1H-NMR-Spektrum erwarteten Me-
thylgruppen angezeigt. 
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Abbildung 105: 13C-NMR-Spektrum (125 MHz) von AB-400 (47) in Pyridin. 

 Diese Daten führten nach einer Substruktursuche in Antibase® zu dem Pimari-
cin-Derivat AB-400 (47). Da weder 13C-NMR-Daten noch 1H-NMR-Daten von AB-
400 veröffentlicht waren, wurden die H,H-COSY- , HSQC- und HMBC-Spektren zur 
Strukturbestätigung ausgewertet. Zusätzlich wurden die 13C-NMR-Werte der isolier-
ten Verbindung 47 mit denen von N-Acetyl AB-400 (48) verglichen91.  
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Der 13C-NMR-Datenvergleich zeigte weitgehend Übereinstimmung. Eine geringe 
Abweichung war bei dem Wert für das Kohlenstoffatom C-3’ festzustellen, an wel-
chem das N-Acetyl bzw. im Falle von AB-400 (47), die freie Aminogruppe gebun-
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den war. Nach Auswertung der 2D-NMR-Spektren wurden jedoch Abweichungen 
für die C→H-Zuordnungen von 47 und N-acetyl AB-400 (48) festgestellt (siehe 
Markierungen in Tabelle 15). Die Abbildung 107 zeigt die wichtigsten H,H-COSY 
und HMBC-Korrelationen für die abweichenden Zuordnungen der entprechenden 
Kohlenstoffatome von AB-400 (47) auf. Abgebildet sind 47 und 48 in der wahr-
scheinlicheren all-trans Konfiguration. Jedoch führen die erwähnten Unterschiede 
der chemischen Verschiebungen im 13C-NMR-Spektrum für den Bereich konjugier-
ter Doppelbindungen zu der Annahme, daß es sich bei 47 und 48 um cis-trans-
Isomere handelt. Da jedoch die Protonensignale für die Protonen im Polyen-Bereich 
als Multipletts aufgespalten waren, konnten wegen fehlender Kopplungskonstanten 
keine Aussagen zu der Isomerie gemacht werden.  
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Abbildung 106: Darstellung der wichtigsten H,H-COSY ( ) und HMBC ( ) Korrela-
tionen für die abweichenden Zuordnungen der entprechenden Kohlenstoff-
atome von AB-400 (47), vgl. Tabelle 15. 

 
Abbildung 107: HMQC-Spektrum (500 MHz) von AB-400 (47) in Pyridin. 
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AB-400 wurde erstmals von Librada M. Caňedo et al.91 aus Streptomyces costae 
isoliert. Das N-Acetyl-Derivat von AB-400 wurde hierbei zur Erhöhung der Löslich-
keit synthetisiert. AB-400 gehört zu der Familie der Polyen-Antibiotika und hemmt 
das Wachstum von Candida albicans und Candida tropicalis91.  

Die Polyen-Antibiotika bestehen aus einem makrozyklischen Lactonring, der in 
der Regel mit dem Zucker β-D-Mycosamin glycosidisch verknüpft ist. Charakteris-
tisch ist ferner ein System aus drei bis sieben konjugierten Doppelbindungen mit all-
trans Konfiguration92. 

Polyen-Antibiotika interagieren mit den Sterolen in Biomembranen. Daher wir-
ken sie ausschließlich auf Eukaryonten, insbesondere auf hefeartige Pilze. Die Affi-
nitätsunterschiede zu dem Ergosterol von Pilzmembranen und dem Cholesterol in 
Säugetieren sind nicht besonders groß, wodurch sich insbesondere bei parenteraler 
Applikation eine gewisse Toxizität ergibt92. 
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Tabelle 15: Vergleich der 13C-NMR-Daten von AB-400 (47) mit den entsprechenden Litera-
turwerten für N-Acetyl AB-400 (48). 

Position N-Acetyl AB-400 lit. AB-400 exp. 

1 165.2 165.3 
2 125.3 125.2 
3 145.2 145.1 
4 54.6 54.6 
5 59.2 59.1 
6 41.9 41.8 
7 67.6 67.5 
8 47.8 47.7 
9 98.3 98.3 

10* 39.7 45.7 
11 66.6 66.4 
12 59.5 59.2 
13 66.3 66.2 
14 37.9 38.1 
15 75.4 76.0 

 16* 134.2 137.0 
17 129.1 129.5 

 18* 131.8 134.2 
19 132.1 132.1 
20 132.6 132.5 

 21* 136.4 132.3 
 22* 137.6 136.3 
23 128.8 129.0 

 24* 45.9 39.9 
25 70.1 70.1 
26 20.4 20.5 
27 176.7 176.7 
1’ 98.0 97.9 
2’ 71.0 69.9 
3’ 56.4 57.8 
4’ 72.6 71.7 
5’ 74.8 74.3 
6’ 18.9 18.5 

3’-NHCOCH3 171.4 - 
3’-NHCOCH3 23.2 - 

* Werte weichen aufgrund verschiedener C→H Zuordnungen nach HSQC-Auswertung ab. 
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 Ausblick 

Von den bearbeiteten terrestrischen und marinen Streptomyceten wurden insge-
samt 22 Verbindungen isoliert, von denen 18 bekannt waren. Die vier neuen Verbin-
dungen stellten strukturverwandte Analoga bereits bekannter Sekundärmetabolite 
dar. Damit konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Produktivität bzw. 
des Metabolitenspektrums zwischen marinen und terrestrischen Streptomyceten fest-
gestellt werden. So stammten die isolierten Verbindungen hauptsächlich aus dem für 
Bakterien typischen Polyketid-Biosyntheseweg. Dieser Umstand mag auf die Tatsa-
che zurückzuführen sein, daß marine und terrestrische Streptomyceten taxonomisch 
miteinander stark verwandt sind, bzw. die sogenannten „marinen“ Streptomyceten 
ursprünglich aus terrestrischem Habitat stammten. So bemerkt Kelecom25, daß sich 
insbesondere marine Bakterien aus Oberflächen- und Flußmündungssedimenten den 
terrestrischen bezüglich des Sekundärmetabolitenspektrums im Allgemeinen sehr 
ähneln. Hingegen werden von Bakterien aus Sedimenten von Tieffseewasser häufig 
chemisch unerwartete Verbindungen erhalten, womit der Focus bei der Suche nach 
neuen Naturstoffen sich gegebenenfalls auf dieses Feld verlagern sollte. Aus den 
Nordseestämmen Hel 38 und Fpep1 (Pic95) wurden bekannte, ubiquitäre Verbin-
dungen erhalten, darunter zwei Carotinoide und Ubichinon-10, welche dem Ter-
penstoffwechsel (bzw. im Falle des Ubichinons neben dem Terpenweg auch dem 
Shikimat-Weg) enstammten. Hiermit unterschieden sich die isolierten Verbindungen 
chemisch deutlich von denen der bearbeiteten marinen und terrestrischen Streptomy-
ceten, wobei dieser Vergleich selbstverständlich statistisch nicht signifikant ist. Den-
noch kann vermutet werden, daß diese Beobachtung auf deutlich taxonomische Un-
terschiede zurückzuführen war. In diesem Zusammenhang weist jedoch Kelecom25 
daraufhin daß die Chemie von marinen Bakterien schwer vorhersagbar ist. So wur-
den von taxonomisch unterschiedlichen Bakterien Verbindungen isoliert, die jedoch 
chemisch sehr ähnlich waren, während andere chemisch stark variierende Sekundär-
metabolite zwar auf unterschiedliche Biosynthesewege der verschiedenen Bakterien 
zurückzuführen waren, wobei aber sehr wahrscheinlich vielmehr das Habitat der 
Bakterien als die Taxonomie der Bakterien eine Rolle zu spielen schien. Als Beispiel 
gibt Kelecom dabei die Gattung Bacillus an, deren isolierte Metabolite sämtlich nit-
rogeniert waren, was aber eher auf die Herkunft (wie z.B. Tiefseewasser, Schwäm-
me) als auf die Bakterien selbst zurückzuführen war. Die Tabelle 16 zeigt einen Aus-
schnitt eines Überblicks über die chemischen Klassen von marinen, bakteriellen Se-
kundärmetaboliten nach Kelecom25. Damit tut sich ein weiterer Ansatz bei der Suche 
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nach neuen Sekundärmetaboliten auf, der sich nicht nur auf die Taxonomie, sondern 
auch auf das chemische Umfeld der Bakterien konzentriert, dem durch entsprechende 
Kultivierungsversuche Rechnung getragen werden sollte. Hierbei ist ferner zu er-
wähnen, daß die bearbeiteten Bakterien aus der Nordsee anfangs schwer kultivierbar 
waren und erst nach mehreren Versuchen mit verschiedenen Nährmedien ausrei-
chendes Wachstum mit entsprechender Sekundärmetabolitenproduktion zeigten.  

Tabelle 16: Tendenzen des Auftretens chemischer Substanzklassen in marinen Bakterien 
(nach Kelecom25). 

 

Da gegenwärtig noch große Wissenslücken über die taxonomische Zuordnung 
vieler mariner Bakterienarten bestehen, ist hier eine intensivere Aufklärung für eine 
ergiebige Nutzung dieser Ressourcen Voraussetzung. So ermöglicht die phylogeneti-

Mikroorganismus 
 (- Herkunft) Biosyntheseweg Substanzklasse 

Actinomyceten 
- Küstensedimente 
- Tiefseesedimente 
- Seichtwasser 

 
Acetogenine 
Acetogenine 
Acetogenine 
Terpene 
 

 
Lactone 
Bromonaphthochinone 
Bromonaphthochinone u. Lac-
tone 
Sesquiterpene 
 

Alteromonas 
- Krustentiere 
- Offenes Meer 
- Schwämme 

 
Stickstoffverbindung 
Stickstoffverbin-
dungStickstoffver-
bindung 
 

 
Indole 
Cyclische Peptide 
Makrolactame und Amidester 
 

Bacillus 
- Tiefes Wasser 
- Weichtiere 
- Schwämme 

 
Stickstoffverbindung 
Stickstoffverbindung 
Stickstoffverbindung 
 

 
Aminoglycoside 
Depsipeptide 
Cyclische Depsipeptide 
 

Pseudomonas 
- Rotalgen 
- Manteltiere 
- Schwämme 

 
Stickstoffverbindung 
Stickstoffverbindung 
Terpene 
Stickstoffverbindung 
 

 
Cyclische Peptide 
Amide 
C-50-Carotinoide 
Diketopiperazine und  
Phenazine 
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sche bzw. genetische Charakterisierung (16S rDNA-Analyse bzw. RAPD-Methode 
(random amplified polymorphic DNA) z.B. Einblicke in eventuell typisch marine 
Biosynthesewege. Die hieraus erhaltenen Informationen könnten schließlich für ge-
zielte Variationen bei den Kultivierungsmethoden genutzt werden. Damit werden 
nicht nur wichtige Erkenntnisse für die Grundlagenforschung erhalten, sondern es 
bietet sich außerdem die Gelegenheit, die Potenz der marinen Mikroorganismen bes-
ser zu nutzen, indem eine optimale Steuerung der Sekundärstoffproduktion möglich 
wird. 

Aussichtsreich für die Zukunft scheint auch die Untersuchung von Organismen, 
die unter extremen Lebensbedingungen wachsen, wie z.B. die halpophilen, ther-
mophilen und psychrophilen Mikroorganismen, sowie die Nutzung ihrer besonders 
belastbaren Enzymsysteme93. 

Zusammenfassung  

Naturstoffe werden direkt als Therapeutika gegen zahlreiche Krankheiten einge-
setzt oder dienen als wertvolle Leitsubstanzen in der Entwicklung neuer Medikamen-
te. Da noch viele Krankheiten nicht oder nur unzureichend behandelbar sind, ist ein 
besonderes Gebiet der Naturstoffchemie die Isolierung neuer, wirksamer Verbindun-
gen aus verschiedenen Quellen, wie z.B. Pflanzen oder Mikroorganismen. Vor allem 
die Infektionskrankheiten stellen eine große Herausforderung bei der Suche nach 
neuen Wirkstoffen dar, da die Entstehung von resistenten Erregern ständig zunimmt 
und hierdurch unwirksam gewordene Medikamente durch solche mit neuen Wirkme-
chanismen ersetzt werden müssen. Um also entsprechend neue Naturstoffe zu finden, 
ist bei der Wirkstoffsuche neben dem Einsatz möglichst diverser biologischer Test-
systeme (mit – in Abhängigkeit von der zu behandelnden Krankheit oder bei Infekti-
onskrankheiten von der aktuellen Resistenzlage – gegebenenfalls neuen pharmakolo-
gischen Targets) auch die Verwendung von Untersuchungsmaterial aus bislang we-
nig erforschten Ökosystemen von Bedeutung, wie z.B. Mikroorganismen aus der 
Nordsee oder der Tiefsee im Allgemeinen. Gleichermaßen ist für eine erfolgreiche 
sowie ökonomische Naturstoffisolierung die Optimierung der oftmals sehr zeitauf-
wendigen Arbeitsschritte wichtig. Dies gelingt z.B. durch eine Kombination ver-
schiedener biologischer und chemisch-analytischer Screeningverfahren mit spektro-
skopischen oder massenspektrometrischen Methoden und gekoppelter Nutzung der 
hierdurch erhaltenen Strukturinformationen in Datenbanken. 
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 In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Bakterienstämme aus unter-
schiedlichen Quellen untersucht. So wurden neben terrestrischen und marinen Strep-
tomyceten auch Bakterien der Gattung Sphingomonas und des Cytophaga/ Flexibak-
terium-Clusters aus der in diesem Rahmen noch wenig erforschten Nordsee verwen-
det. Bei der Stammauswahl und folgenden Bearbeitung von Rohextrakten bewährte 
sich – wie oben angedeutet – die Kombination von chemischen, physikalischen und 
biologischen Screeningmethoden (siehe Kapitel „Screening nach Sekundärmetaboli-
ten in Bakterienextrakten“). Diese Kombination ermöglichte durch gezielte Fraktio-
nierung der Rohextrakte ein schnelles Auffinden von chemisch interessanten 
und/oder aktiven Verbindungen. Besonders aussagekräftig waren hierbei die Metho-
den der HPLC-UV-Analyse sowie das HPLC-ESI-MS Screening, da bereits mit den 
hieraus erhaltenen Strukturinformationen in der Datenbank AntiBase® nach Struk-
turvorschlägen gesucht werden konnte. Das in der Abteilung Laatsch etablierte che-
mische Screening wurde bei den ausgewählten marinen Bakterienstämmen durch das 
Sprühreagenz Fluorescein-Natrium erweitert. Mit diesem Sprühreagenz können Ver-
bindungen mit organisch gebundenem Brom nachgewiesen werden. Jedoch war kei-
ner der untersuchten Extrakte bzw. Fraktionen in diesem Test positiv.  

Schließlich wurden nach diesem - in Kapitel 3 - vorgestellten Screeningsystem 
vier terrestrische Streptomyceten, zwei marine Streptomyceten und zwei Bakterien-
stämme der Gattung Sphingomonas und des Cytophaga/ Flexibakterium-Clusters aus 
der Nordsee ausgewählt. Aus den nach Kultivierung auf dem Linearschüttler oder im 
Fermenter im Maßstab zwischen 15 - 50 l erhaltenen Rohextrakten wurden nach 
hauptsächlich biologisch-chemisch geführter Fraktionierung die besonders auffälli-
gen Verbindungen isoliert und aufgereinigt. 

So war der Stamm GW13/580 im chemischen Screening durch zwei intensiv gel-
be Zonen aufgefallen, von denen sich die polarere Zone mit konzentrierter Schwefel-
säure schwarz, die andere schwach rötlich verfärbte. Das biologische Screening zeig-
te Aktivitäten gegen die Testkeime Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptomyces 
viridochromogenes (Tü 57) und Candida albicans auf. Man konnte schließlich aus 
dem Rohextrakt von GW13/580 Acetamid (10) sowie das gelbe Cervinomycinderivat 
23-Desoxycervinomycin A1 (13) als neuen Naturstoff isolieren. Strukturanalytisch 
auffallend bei 13 war die Tieffeldlage des aromatischen Protons in Position C-23 bei 
δ = 10.07. Bemerkenswert war ferner eine hohe selektive cytotoxische Wirkung von 
23-Desoxycervinomycin A1 (13) im Krebszellinientest gegen LXFL 529L-Zellen 
(Zellen eines humanen Lungenkarzinoms). Außerdem wurden leichte Aktivitäten 



 Stamm Pico ІІ 5.3   
    

161

von 13 gegen den Malariaerreger Plasmodium falciparum festgestellt. Die Aktivitä-
ten wurden dabei gegen den Chloroquin-resistenten Plasmodium falciparum Stamm 
K1 sowie den Chloroquin-empfindlichen Stamm NF54 geprüft. Wegen der Auffäl-
ligkeit im Krebszelllinientest von 13 erfolgte die Nachfermentation des Stammes 
GW13/580 im Maßstab einer 50 l -Fermenterkultur, um die Substanz 23-
Desoxycervinomycin A1 (13) für weiterführende pharmakologische Tests in größerer 
Menge zu erhalten. Leider waren hierbei die Ergebnisse der ersten Anzucht nicht 
reproduzierbar, was möglicherweise auf die Umstellung von der Schüttelkultur auf 
eine Fermenterkultivierung zurückzuführen war. Jedoch wurden aus dem Rohextrakt 
der 50 l-Fermenterkultur die der Verbindung 23-Desoxycervinomycin A1 (13) struk-
turverwandten Verbindungen Cervinomycin A1 (15) und Cervinomycin A2 (14) iso-
liert. Dabei stellen 15 und 14 ein Redoxpaar dar, wobei Cervinomycin A2 (14) ein 
chinoides Strukturelement aufweist und Cervinomycin A1 (15) das entsprechende 
Hydrochinon bildete. Der einzige strukturelle Unterschied zwischen 15 zu 23-
Desoxycervinomycin A1 (13) bestand im Fehlen des chinoiden bzw. hydrochinoiden 
Charakters von 15. 
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Die Strukturaufklärung von Cervinomycin A1 (15) erfolgte wegen seiner Schwer-
löslichkeit in verschiedenen Lösungsmitteln nach Acetylierung über das hieraus re-
sultierende Diacetat (16). Neben schwachen Aktivitäten gegen Escherichia coli, Ba-
cillus subtilis und Staphylococcus aureus wurden für das Cervinomycin A1-diacetat 
(16) starke Aktivitäten gegen Streptomyces viridochromogenes (Tü 57) gemessen. 
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Der Rohextrakt des Streptomyceten GW13/1783 enthielt eine unpolare, gelbe 
Verbindung mit Aktivitäten gegen Bacillus subtilis, Streptomyces viridochromogenes 
(Tü 57) und Mucor miehei (Tü 284). Nach Reinigung des Rohextraktes durch Vaku-
um-Säulenchromatographie (VLC) mit Kieselgel, Säulenchromatographie an Sepha-
dex und abschließender RP-HPLC konnte die Verbindung nach NMR- und mas-
senspektrometrischer Analytik als das Furanonaphthochinon 4-Hydroxy-7-methoxy-
2,3,6-trimethyl-3-(4-methyl-pent-3-enyl)-2,3-dihydro-naphtho[2,3-b]furan-5,8-dion 
(17) identifiziert werden. Auffällig hierbei war die Hochfeldverschiebung für das 
Proton der chelierten Hydroxygruppe mit δ = 9.85. Anzumerken ist ferner, daß der 
entsprechende Literaturwert mit δ = 6.96 ungewöhnlich stark hochfeldverschoben 
war und sich vom experimentellen Wert um immerhin Δδ 2.89 unterschied.  
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Der Streptomycet GW 13/3993 war durch eine gelbe Verbindung aufgefallen, die 
sich auf dem Dünnschichtchromatogramm mit Anisaldehyd/Schwefelsäure intensiv 
grün verfärbte. Durch Bioautographie konnte nachgewiesen werden, daß diese Ver-
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bindung hauptsächlich verantwortlich für die im biologischen Primärscreening fest-
gestellten Aktivitäten gegen die Testkeime Mucor miehei (Tü 284), Staphylococcus 
aureus, Chlorella sorokiniana, Chlorella vulgaris und Scenedesmus subspicatus war. 
Die Struktur der Verbindung war nach Auswertung von 2D-NMR-Spektren und nach 
Massenspektrometrie mit dem Aureolsäureantibiotikum Mithramycin (20) identisch. 
Für Mithramycin wurden in der Literatur Cytotoxizitäten gegen verschiedene Tu-
morzelllinien beschrieben und es wird klinisch (Mithracin®) gegen bestimmte Tu-
morarten wie z.B. metastasierendes Carcinoma embryonale (ein von embryonalem 
Gewebe ausgehendes Carcinom, das v.a. Leber und Hoden betrifft) und gegen die 
sog. Paget`s bone disease (Ostitis deformans) eingesetzt. Auch gegen Hypercalciä-
mie und Hypercalciurie in Verbindung mit bösartigen Tumoren wird Mithramycin 
verwendet.  
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Aus dem Rohextrakt des terrestrischen Streptomyceten GW 44/1571 konnte man 
die beiden roten Anthracyclinantibiotika Cosmomycin A (22) und Cytorhodin J (25) 
isolieren. Um die Identität von 22 eindeutig von dem Substitutionsisomer Kesarirho-
din B (21) abzugrenzen, wurde neben einem Literaturvergleich der 1H- und 13C-
NMR-Daten die Struktur zusätzlich durch Auswertung der 2D-NMR-Spektren und 
Massenspektren bestätigt. Auch die Identität von 25 wurde durch Auswertung von 
2D-NMR-Experimenten abgesichert, da in der Literatur lediglich die 1H-NMR-Werte 
veröffentlicht waren. Darüber hinaus erfolgte auch ein Vergleich der 13C-NMR-
Daten von 25 mit den veröffentlichten Werten für Rhodomycinon (24), welches dem 
Aglykon von Cytorhodin J (25) entsprach. Auch dieser Datenvergleich bestätigte die 
Identität von 25. 
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Im Rohextrakt des marinen Streptomyeten B 5546 konnte das Pluramycinderivat 
14,15-Dihydro-rubiflavinon C-2 (27) als neuer Naturstoff gefunden werden. Die un-
polare, gelbe Verbindung war im Agardiffusionstest stark aktiv gegen Mucor miehei 
(Tü 284). Die Struktur von 27 wurde mit Hilfe von 2D-NMR-Spektren sowie ESI- 
und EI-Massenspektren aufgeklärt.  
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Außerdem fiel dieser Stamm durch eine unpolare, farblose Verbindung auf, wel-
che bei 366 nm weißlich fluoreszierte, bei DC eine violette Farbreaktion mit Anis-
aldehyd/Schwefelsäure-Reagenz zeigte und sich mit FeCl3-Sprühreagenz rot und mit 
Palladium-Sprühreagenz gelb verfärbte. Die Verbindung bildete nadelförmige Kris-
talle und konnte schließlich als Collismycin A (32) identifiziert werden.  
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Der Rohextrakt des marinen Streptomyceten B 6278 fiel bei DC durch mehrere 
intensiv gelbe oder orange Zonen auf, die sich sämtlich mit NaOH rot verfärbten. 
Schließlich wurden die Angucycline A-7884 (35), Vineomycin A1 (42) und das An-
gucyclinon Rabelomycin (38) sowie die Anthrachinonantibiotika Fridamycin D (37), 
die neue Verbindung Mutabahamycin (40), Vineomycin C (36) und das in der Litera-
tur noch nicht beschriebene Disaccharid 6-(6-Ethoxy-2-methyltetrahydropyran-3-
yloxy)-6H-pyran-3-on (41) isoliert.  

Auch für die Verbindung Mutabahamycin (40) konnte in der Literatur keine Ver-
öffentlichung gefunden werden, wonach sie als neuer Naturstoff gilt. Wichtig für die 
Strukturaufklärung von 40 war der Beweis der terminalen Carboxygruppe im alipha-
tischen Seitenkettenrest. Da im 13C-NMR Spektrum kein Signal für das Carboxykoh-
lenstoffatom zu sehen war und auch Kopplungen im HMBC-Spektrum in dem Sig-
nalbereich für Carboxykohlenstoffatome fehlten, wurde die Existenz der Carbo-
xygruppe durch Methylierung mit Diazomethan nachgewiesen. Dabei basierte die 
Annahme einer Carboxygruppe auf dem Strukturvergleich mit den aus Stamm B 
6278 isolierten Anthrachinonantibiotika Vineomycin C (36) und Fridamycin D (37) 
und außerdem einer nicht erklärbaren Massendifferenz von 15 zwischen der beo-
bachteten und der aus den NMR-Daten vorausgesagten Masse.  
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Interessant war außerdem die Isolierung der Verbindungen A-7884 (35) und Vi-
neomycin C (36). Diese könnten nämlich in Anlehnung an die Biosyntheseuntersu-
chungen von Vineomycin A1 (42) und Vineomycin B2 von Imamura et al.67 mögli-
cherweise in direktem biosynthetischen Zusammenhang stehen. Damit würde das 
offenkettige Benz[a]anthrachinon Vineomycin B2 aus dem Angucyclin Vineomycin 
A1 (42) nach Ringöffnung durch Spaltung der Bindung zwischen C-1 und C-12b her-
vorgegangen sein (siehe Abbildung 74). Beide Verbindungen hemmen die Cytokin-
induzierte Sickstoffmonoxidsynthase (i-NOS). Bei stark erhöhter Bildung von i-NOS 
können neurotoxische Wirkungen, fokale Ischämie und Krankheiten wie Alzheimer 
oder Huntington verursacht werden68. Daher ist die Regulierung der Konzentration 
von Stickstoffmonoxid bzw. der i-NOS neben dem Verstehen von physiologischen 
Prozessen vor allem auch von großem therapeutischem Interesse.  

OH

O

O

O

O O

O

OOH

O
OH

OH
OH

O

1 3

4a

56a7
8

10 11a
12 12b

1'

4'

1''
4''

1'''

4'''

 

35  

O

O

O

O O

OH

O

O

OOH

CH3 OH

OH

COOH9

105

1

3
9a

4a

11

15

14

1'1''

4'

4''

8

4'''

1'''

 

36  

Die Struktur von Fridamycin D (37) wurde erstmals in der Dissertation von Kri-
cke70 vorgestellt. Die Strukturaufklärung der isolierten Verbindung 37 gelang durch 
einen Vergleich der 1H- und 13C-NMR-Daten mit den von Kricke publizierten Daten 
sowie mit Hilfe von 2D-NMR-Experimenten, da in der Dissertation von  Kricke die 
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Positionen nicht aller Kohlenstoffatome zugeordnet werden konnten. Eine strukturel-
le Besonderheit von Fridamycin D (37) ist das Vorliegen eines Dioxanrings, der 
durch O-glycosidische Bindung zwischen C-4’ und C-1’’ sowie Bildung einer Ether-
brücke zwischen C-3’ und C-2’’ entsteht. 
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Die Verbindung 38 wurde nach Vergleich der veröffentlichten 13C-NMR-Werte71 
als Rabelomycin identifiziert. Es ist das einzige Angucyclinon, das aus dem Stamm 
B 6278 isoliert worden ist.  
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Schließlich wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Schulz75 die Struktur eines Di-
saccharids aufgeklärt, welches sich nach Datenbankrecherche als neu erwies. Interes-
sant war, daß das isolierte Disaccharid möglicherweise in Zusammenhang mit den 
Disaccharideinheiten der ebenfalls aus B 6278 isolierten Verbindungen Vineomycin 
A1 (42) (Zuckerringe D und E: L-Rhodinose L-Aculose) oder Mutabahamycin (40) 
(Zuckerringe C und D: L-Rhodinose L-Aculose) stehen könnte. Eine Erklärungs-
möglichkeit hierfür könnte sein, daß der Stamm B 6278 überschüssige Zucker in 
Form von Glycosiden speichert. Eine andere Möglichkeit wäre jedoch eine hydroly-
tische Spaltung der entsprechenden O-Glycoside von 42 und/oder 40 durch Salzsäu-
re, welche möglicherweise während des Aufarbeitungsprozesses mit Chloroform 
durch Lichteinfluß entstanden ist. Hiernach könnten die hydrolysierten Zucker mit 
Ethanol, welches ein Stabilisator für Chloroform ist, reagiert haben, was gegebenen-
falls zu dem isolierten Disaccharid (41) geführt haben könnte. Die letzte Möglichkeit 
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ist sehr wahrscheinlich, da Ethylether, Ethylester und Ethylglycoside in der Natur 
sehr selten sind. 
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Die Verbindung Vineomycin A1 (42) wurde bei dem Versuch der Nachisolierung 
von 40 aus dem Rohextrakt einer zweiten 20 l-Fermenterkultur des Stammes B 6278 
erhalten. Neben antibiotischen und anticancerogenen Eigenschaften, hemmt 42 das 
Enzym Prolylhydroxylase, welches eine Rolle bei fibrotischen Erkrankungen spielt.  
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Im Rohextrakt des Nordseestammes Hel 38 fand man die Verbindungen Ubichi-
non-10 (43) und das Carotinoid Nostoxanthin (44). Erwähnenswert ist, daß das Auf-
treten von Ubichinon-10 ein Merkmal für fast alle Proteobakterien der α-Unterklasse 
ist, wie chemotaxonomische Untersuchungen von Wagner-Döbler et al.82 zeigten. 
Hierbei wurde demonstriert, daß die Helgolandstämme Hel 10T und Hel 26 zu einer 
Untergruppe der α-Unterklasse der Proteobakterien gehören. Bei beiden Stämmen 
herrschte Ubichinon-10 von sämtlichen Chinonen der Atmungskette vor. Auch der 
hier untersuchte Stamm Hel 38 gehört zu dieser α-Unterklasse bzw. zu der Gattung 
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Shingomonas sp., für welche Ubichinon-10 als Hauptelektronenüberträger in der 
Atmungskette gilt. 
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Der Rohextrakt des Nordseestammes Fpep1 (Pic95) fiel nach Kultivierung auf 
Cytophaga-Medium durch eine sehr hohe Cytotoxizität gegen Leishmania donovani 
und eine hohe Aktivität im Cytotoxozitätstest mit RAW-Makrophagen sowie der 
Bildung eines gelben Farbstoffes auf. Da jedoch das Wachstum des Stammes auf 
diesem Medium nicht zufriedenstellend war, wurde Fpep1 nach einer Testreihe ver-
schiedener Kulturmedien erneut unter Verwendung der Medien „Fischmehl“ und 
LB50% (+ Glucose) fermentiert. Dabei wurde aus dem Rohextrakt nach Kultivierung 
auf Fischmehl die Verbindung Nß-Acetyltryptamin (45) isoliert.  
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Der nach Fermentation mit LB 50% (+ Glucose)-Medium erhaltene Rohextrakt 
enthielt das gelbe Carotinoid Zeaxanthin (46). Eine Verbindung, die für die hohen 
Aktivitäten im pharmakologischen Screening verantwortlich war, konnte nicht ge-
funden werden.  
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Sämtliche Verbindungen der Nordseebakterien waren in den eingesetzten biolo-
gischen bzw. pharmakologischen Tests inaktiv, obwohl im biologischen sowie phar-
makologischen Screening Aktivitäten für die Rohextrakte oder Fraktionen festgesellt 
worden waren. Dies konnte unter Umständen auf nicht isolierbare Substanzmengen 
der für die Aktivitäten verantwortlichen Metabolite zurückzuführen sein.  

Aus Stamm Pico II 5.3 lag eine beige Substanz vor, die von Malpartida isoliert 
worden war. Die Strukturaufklärung erfolgte unter Verwendung von ESI- und EI-
Massenspektren sowie von 1H- und 13C-NMR-Spektren mit anschließender Substruk-
turrecherche in Antibase®. Hierbei wurde die vorliegende Verbindung als das Pima-
ricin-Derivat AB-400 (47) identifiziert. Da weder 13C-NMR-Daten noch 1H-NMR-
Daten von AB-400 veröffentlicht waren, wurden 2D-NMR-Spektren zur Strukturbes-
tätigung gemessen sowie zusätzlich die 13C-NMR-Werte der isolierten Verbindung 
47 mit denen von N-Acetyl AB-400 verglichen. Die Auswertung dieser Daten bestä-
tigte die Struktur von AB-400 (47). 
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2. Experimenteller Teil 

2.1. Material und Methoden  

Drehwerte: CD-Polarimeter (Perkin-Elmer, Modell 241). – IR-Spektren: Perkin-
Elmer 1600 Series FT-IR; Perkin-Elmer 297 Infrared Spectrophotometer; Beckman 
DU-640; Shimadzu FT-IR; (KBr-Presslinge und Film). – UV/VIS-Spektren: Perkin-
Elmer Lambda 15 UV/VIS Spectrometer. – 1H-NMR-Spektren: Varian Unity 300 
(300 MHz), Bruker AMX 300 (300 MHz), Varian INOVA 500 (500 MHz), Varian 
Inova 600 (600 MHz). Tetramethylsilan als interner Standard. – 13C-NMR-
Spektren: Varian Mercury 300 (75.5 MHz), Varian Unity 300 (75.5 MHz), Bruker 
AMX 300 (75.5 MHz), Varian INOVA 500 (125.7 MHz), Varian Inova 600 
(150.8 MHz). – Massenspektren: EI-MS: Finnigan MAT 95 (70 eV). Hochauflö-
sung: Perfluorkerosin als Vergleichssubstanz. DCI-MS: Finnigan MAT 95 (200 eV), 
Reaktandgas: NH3. ESI-MS: Finnigan LCQ. HR-ESI-MS: Bruker Apex-Q III, 7 Tes-
la. – HPLC-MS: Massenspektrometer: Finnigan LCQ; UV/VIS-Detektor: Finnigan 
Surveyor PDA Detector (Thermo Electron Corporation); HPLC-Pumpe: Rheos 4000 
(Flux Instrument); Entgaser: ERC-3415α (Flux Instruments); Autosampler: Jasco 
851-AS Intelligent Sampler (Jasco); Steuersoftware HPLC: Janeiro (Flux Instru-
ments); Datensystem: Xcalibur (Finnigan); Datenbanksoftware: MS-Manager 
(ACDLabs); Säulen: EC 125/2 Nucleosil 100-5 C18 (Macherey-Nagel), Synergi 4μ 
MAX-RP 80A, 150×2.00 mm 4μ micron (Phenomenex); Lösungsmittel: Methanol 
gradient grade für die Flüssigkeitschromatographie (Merck und Fluka). Programm: 
von 10 % Methanol auf 100 % Methanol in 20 min, 10 min 100 % Methanol, von 
100 % Methanol auf 10 % Methanol in 2 min.; Flussrate: 300 μl/min. 

Materialien 

Dünnschichtchromatographie (DC): DC-Folien Polygram SIL G/UV254 (Ma-
cherey-Nagel & Co., Düren). – Präparative Dickschichtchromatographie (PDC): 
Kieselgel P/UV254 (55 g/100 ml Wasser, Macherey-Nagel & Co.) goß man auf waag-
recht liegende Glasplatten (20×20 cm), ließ an der Luft trocknen und aktivierte 4 h 
bei 130 °C. – Säulenchromatographie (SC): MN Kieselgel 60, 0.05-0.2 mm (Ma-
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cherey-Nagel & Co.); Kieselgel 60, 0.063-0.100 mm (Merck). –
Ausschlußchromatographie: Sephadex LH-20 (Fluka). – Vakuum-Säulenchroma-
tographie (= Vakuum-Liquid-Chromatographie, VLC): Bei Anwendung der Vaku-
um-Säulenchromatographie wurde die Probe (Rohextrakt oder Rohextraktfraktion) in 
Dichlormethan bzw. einem Gemisch aus Dichlormethan und Methanol aufgenom-
men und mit dem Sorbens (Kieselgel: 30-60 μm; J. T. Baker) vermengt. Das Lö-
sungsmittel dieser Suspension wurde im Vakuum entfernt und der erhaltene Rück-
stand im Mörser verrieben. Die hiernach vorliegende homogene Extrakt-Kieselgel-
Mischung wurde gleichmäßig auf eine Nutsche (Porzellan, Füllhöhe: 6 cm, Durch-
messer: 15.5 cm) mit Saugflasche aufgetragen. Die Nutsche wurde zuvor mit der 
stationären Phase (Kieselgel: 30-60 μm; J. T. Baker, 640 g) trocken gefüllt und vor 
dem Auftragen der Probe mit dem vorgesehenen Fließmittel äquilibriert. Zur Durch-
führung der VLC wurde unter Vakuum mit einem Lösungsmittelgradienten steigen-
der Polarität eluiert. Hierzu wurden die Lösungsmittel Cyclohexan, Dichlormethan, 
Ethylacetat und Methanol in unterschiedlichen Verhältnissen miteinander kombi-
niert.  

Sprühreagenzien 

Mit konzentrierter Schwefelsäure wurden v.a. gelbe Verbindungen betüpfelt, um 
durch Schwarzfärbung Polyene und durch Grün- oder Blaufärbung Carotinoide zu 
erkennen. Gelbe oder rötliche Verbindungen wurden zusätzlich mit Natronlauge 
betüpfelt, um bei roter oder violetter Farbänderung auf das Vorliegen von peri-
Hydroxychinonen schließen zu können. 

Anisaldehyd/Schwefelsäure: Zu 100 ml einer Stammlösung aus 85 ml Metha-
nol, 14 ml Eisessig und 1 ml Schwefelsäure fügte man 1 ml Anisaldehyd hinzu.  

Universielles Sprühreagenz: Makrolide, Phenole, Sapogenine und höhere Alko-
hole verfärben sich grau, Glycoside braun und Steroide meist violett.  

Ehrlichs Reagenz: 1 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd wird in einer Mischung 
aus 25 ml Salzsäure (36 %) und 75 ml Methanol gelöst.  
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Indole verfärben sich nach Besprühen rosa/violett. Harnstoffe, Pyrrole und Fura-
ne zeigen eine braune, N-Heterocyclen eine graue Farbreaktion. 

Zinn(II)-chlorid-Salzsäure/4-Dimethylaminobenzaldehyd: Sprühlösung I: 
3 ml Zinn(II)-chlorid-Lösung (15 %)  werden mit 15 ml Salzsäure (37 %) gemischt 
und mit 180 ml Wasser verdünnt. Die Lösung wurde frisch zubereitet. 

Sprühlösung II: 1 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd wird in einer Mischung aus 
30 ml Ethanol, 3 ml Salzsäure (37 %) und 180 ml 1-Butanol gelöst. 

Vorgang: Mit I sprühen, an der Luft trocknen und mit II nachsprühen.  

INPTC (2-(p-Iodophenyl)-3-(p-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazoliumchlo-
rid): Sprühlösung I: 0.5 g INPTC wird in 100 ml Methanol gelöst. 

Sprühlösung II: 5 g in 10 ml Wasser gelöstes KOH werden mit Methanol auf 100 
ml aufgefüllt. 

Vorgang: Die mit Lösung I besprühte DC-Folie wird 5 min bei Raumtemperatur 
stehen gelassen und dann 5 min auf 75 °C erwärmt. Anschließend wird mit Lösung II 
besprüht.  

Carbonyl- und Thiocarbonylverbindungen geben gelbe bis orange Flecken auf 
dem Dünnschichtchromatogramm. 

Palladiumchlorid-Sprühreagenz: 0,5 g Palladiumchlorid wird in einer 100 ml 
demin. Wasser gelöst und mit vier Tropfen Salzsäure (36 %) versetzt. 

Verbindungen mit organisch gebundenem Schwefel verfärben sich gelb.  

Eisen(III)-chlorid-Sprühreagenz: Frisch hergestellte 2proz. wässrige Lösung 
von Eisen(III)-chlorid. 

Hydroxamsäuren und deren Derivate werden durch Komplexbildung mit Ei-
sen(III)-Ionen rot gefärbt, Phenole zeigen eine grünblaue oder violette Farbreaktion, 
Brenzcatechine geben eine grüne Farbreaktion. 

Fluorescein-Natrium Reagenz: Sprühlösung I: 0.1g Fluorescein-Natrium wer-
den mit 50 ml Ethanol (96 %) gemischt und mit 50 ml Wasser verdünnt. 
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Sprühlösung II: 50 ml Wasserstoffperoxid (30 %) werden mit 50 ml Essigsäure 
versetzt. 

Vorgang: Nacheinander mit I und II besprühen, anschließend 20 min bei 100 °C 
trocknen lassen.  

Verbindungen mit organisch gebundenem Halogen zeigen eine rosa Farbreaktion. 

Mikrobiologische Materialien 

Fermenter: 20-l-Fermenter (Meredos GmbH, Göttingen) bestehend aus Kultur-
gefäß, Magnetgekuppeltem Propellerrührer, Kühlschlange mit Thermostat, Steuer-
einheit mit pH-Regler, Antischaum-Regler (Meredos GmbH, Göttingen). – Schütt-
ler: Infors AG (CH 4103 Einbach) Typ ITE. – Autoklav: Albert Dargatz Autoklav, 
Volumen 119 l, Betriebstemperatur 121 °C, Betriebsdruck 1.2 kg/cm2. – Stammhal-
tung: Tiefkühllagerung in Dewargefäß Typ BT 37 Air liquide. – Kapillaren zur 
Tiefkühllagerung: Durchmesser 1.75 mm, Länge 80 mm (Hirschmann Laborgeräte, 
Eberstadt).  

Erde für Erdkultur: Luvos Heilerde (Lu-Vosjust GmbH & Co., Friedrichshof) 

Ultraturrax: Janke & Munkel KG 

Testplättchen: 9 mm Durchmesser, Schleicher & Schüll No. 321 261 

Nährbodenbestandteile: Glucose, Hefeextrakt und Malzextrakt (Merck, Darm-
stadt), Bacto Agar (Difco) 

Antischaum-Lösung: Niax PPG 2025 (Union Carbide Belgium N. V., Zwiijn-
drecht)  

Petrischalen: Durchmesser 94 mm, Höhe 16 mm (Greiner Labortechnik, Nürtin-
gen) 

Celite: Celite France S. A., Rueil-Malmaison Cedex 
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Rezepturen 

Alle Kultur-Medien wurden bei 1.2 bar und 121 °C autoklaviert. Die Verweil-
dauer im Autoklav betrug für 1-l-Schüttelkulturen 33 min, für Fermenter-Medien in 
Form eines 2 l-Konzentrats 50 min und für den mit 16 l Wasser gefüllten Fermenta-
tionsbehälter 82 min. 

Künstliches Seewasser (A) 

Eisencitrat (vorher zermörsert) 2 g

NaCl  389 g

MgCl2·6 H2O 176 g

Na2SO4 (vorher in 2 l Wasser aufgelöst) 68.8 g

CaCl2 36 g

Na2HPO4 0.16 g

SiO2 0.3 g

Spurenelement-Lösung 20 ml

Stamm-Lösung 200 ml

Die Lösungen wurden mit Leitungswasser auf 20 l aufgefüllt. 

Spurenelement-Lösung nach Hoagland (1993) 

H3BO3 0.611 g

MnCl2 0.389 g

CuSO4 0.056 g

ZnSO4·7 H2O 0.056 g

Al2(SO4)3·18 H2O 0.056 g

NiSO4·6 H2O 0.056 g

Co(NO3)3·6 H2O 0.056 g

TiO2 0.056 g

(NH4)6Mo7O24·4 H2O 0.056 g

LiCl 0.028 g

SnCl2 0.028 g

KI 0.028 g
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Die Spurenelementsalze wurden in 1 l Leitungswasser gelöst.   

Stamm-Lösung 

KCl 110 g

NaHCO3 32 g

KBr 16 g

SrCl2·6 H2O (getrennt aufgelöst) 6.8 g

H3BO3 4.4 g

NaF 0.48 g

NH4NO3 0.32 g

Die Salze wurden mit Leitungswasser auf 2 l aufgefüllt.  

Künstliches Seewasser (B) 

NaCl  24 g

MgCl2 5 g

MgSO4 5 g

CaCl2 0.5 g

KCl 0.5 g

KBr 0.1 g

FePO4·H2O 10 mg
demineralisiertes Wasser 1000 ml

M1-Medium 

Pepton 5 g

Hefe-Extrakt 1 g

KBr 1 g

Seewasser 750 ml

demineralisiertes Wasser 250 ml

Die Lösung wurde mit 2 N NaOH auf pH 8.0 eingestellt. 
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M2-Medium ohne Seewasser (= M2-Medium) 

Malz-Extrakt 10 g

Glucose 4 g

Hefe-Extrakt 4 g

Leitungswasser 1000 ml

Die Lösung wurde mit 2 N NaOH auf pH 7.8 eingestellt. Bei festem Medium 

wurden zusätzlich 18 g Bacto Agar zugegeben.    

M2-Medium mit Seewasser (= M2
+-Medium) 

Malz-Extrakt 10 g

Glucose 4 g

Hefe-Extrakt 4 g

künstliches Seewasser 500 ml

Leitungswasser 500 ml

Die Lösung wurde mit 2 N NaOH auf pH 7.8 eingestellt. Bei festem Medium 

wurden zusätzlich 18 g Bacto Agar zugegeben.   

LB-Medium 

Trypton 10 g

Hefe-Extrakt 5 g

NaCl 10 g

künstliches Seewasser (B) 500 ml

demineralisiertes Wasser 500 ml

Die Lösung wurde mit 2 N NaOH auf pH 7.6 ± 0.2 eingestellt.  
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Fischmehl-Medium 

Glucose 21 g
Fischmehl 5 g

Mehl (Typ 405) 10 g

Hefeextrakt (Difco) 1 g

MgSO4 0,5 g

NaCl 1 g

CaCl2 0,5 g
Spurenelementlösung nach Helogoland, 
s.o. 

10 ml

demineralisiertes Wasser 1000 ml

Die Lösung wurde auf pH 7.8 eingestellt.  

Cytophaga-Medium  

Sojamehl (Sojamin 50T) 20 g
Mannit 20 g

demineralisiertes Wasser 1000 ml

 Die Lösung wurde mit 2 N NaOH auf pH 7.8 eingestellt. Bei festem Medium 

wurden zusätzlich 18 g Bacto Agar zugegeben. 

SM 50%-Medium 

Künstliches Seewasser (B) s.o. 10 g

Hefeextrakt (Difco) 1 g

Trypton 1 g

Cycloheximid 0,02 g

demineralisiertes Wasser 1000 ml

.   
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Fleischextrakt-Medium 

Pepton 2 g

Glucose 10 g

Hefe-Extrakt 1 g

Fleischextrakt 1 g

Leitungswasser 1000 ml

Die Lösung wurde mit 2 N NaOH auf pH 7.8 eingestellt. 

Malz-Extrakt 10 g

Glucose·H2O 4 g

Hefe-Extrakt 4 g

CaCO3 0.5 g

13.2 % Seewasser 1000 ml

Die Lösung wurde mit 2 N NaOH auf pH 7.3 eingestellt. 

LB-Medium 

Trypton 5 g

Hefeextrakt 5 g

NaCl 10 g

demineralisiertes Wasser 1000 ml

Die Lösung wurde auf pH 7.2 eingestellt. Bei festem Medium wurden zusätzlich 

20 g Bacto Agar zugegeben. 

 

LBm-Medium (= LB 50%) 

Trypton 5 g

Hefeextrakt 5 g

NaCl 10 g
demineralisiertes Wasser 500 ml
Seewasser 500 ml
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Die Lösung wurde auf pH 7.2 eingestellt. Bei festem Medium wurden zusätzlich 

20 g Bacto Agar zugegeben. 

Nutrient-broth-Agar 

Nutrient broth (Difco) 8 g

Agar 20 g

demineralisiertes Wasser 1000 ml

Die Lösung wurde auf pH 7.6 eingestellt.   

M-Test-Agar 

(für die Testkeime Escherichia coli, Bacillus subtilis (ATCC 6051), Staphylococ-
cus aureus, Mucor miehei (Tü 284)) 

Malz-Extrakt 10 g

Glucose 4 g

Hefe-Extrakt 4 g

Bacto Agar 20 g

demineralisiertes Wasser 1000 ml

Die Lösung wurde mit 2 N NaOH auf pH 7.3 eingestellt.  

Sabouraud-Agar 

(für den Testkeim Candida albicans) 

Glucose 40 g

Bacto Pepton 10 g

Bacto Agar 20 g

demineralisiertes Wasser 1000 ml

Die Lösung wurde mit 2 N NaOH auf pH 7.3 eingestellt. 
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Bolds Basal Medium (BBM): 

Medium für die Algenstämme Chlorella sorokiniana, Chlorella vulgaris und 
Scenedesmus subspicatus 

NaNO3 250 mg

KH2PO4 175 mg

K2HPO4 75 mg

MgSO4·7 H2O 75 mg

NaCl 25 mg

CaCl2·2 H2O 25 mg

Fe-EDTA 1.0 ml

Spurenelementlösung II 1.0 ml

Die Salze wurden jeweils in 10 ml H2O gelöst. Dieses Lösungen vereinigte man 
mit der Fe-EDTA-Lösung und der Spurenelementlösung II und füllte auf 1000 ml 
mit demineralisiertem Wasser auf. Bei festem Medium 15 g Agar-Zusatz. 

Fe-EDTA-Lösung 

Man löste 0.7 g FeSO4·7 H2O und 0.93 g EDTA (Titriplex III) in 80 ml H2O un-
ter Erwärmen. Diese Lösung wurde mit demineralisiertem Wasser auf 100 ml aufge-
füllt. 

Spurenelementlösung II 

Lösung A: 

MnSO4·H2O 16.9 mg

Na2MoO4·2 H2O 13.0 mg

Co(NO3)2·6 H2O 10.0 mg

Die Salze wurden jeweils in 10 ml demineralisiertem Wasser gelöst. Diese Lö-

sungen wurden vereinigt. 

 
 
 
 



 Stamm GW 13/580   
    

182

Lösung B:  
 
CuSO4·5 H2O 5.0 mg

H3BO3 10.0 mg

ZnSO4·7 H2O 10.0 mg

Die Salze wurden in 10 ml demineralisiertem Wasser gelöst. 

Lösung A und B wurden vereinigt und mit demineralisiertem Wasser auf 100 ml 
aufgefüllt. 

Untersuchung ausgewählter Bakterienstämme  

Terrestrische Streptomyceten 

Die terrestrischen Streptomyceten stammen aus der Sammlung des Institutes für 
Bodenkunde von Grün-Wollny in Lohra-Kirchvers und werden dort in Reinkultur 
gehalten. 

Stamm GW 13/580 

Der Stamm GW 13/580 bildete nach dreitägigem Wachstum auf Agarplatte mit 
M2-Nährmedium ein weißlich grünes Luftmycel, während die Kolonieunterseite gelb 
gefärbt war. Der Agar war blaßgelb verfärbt. 

Primärscreening 

Der Stamm GW 13/580 wurde auf M2-Schrägagar, dann auf Agarplatten (M2-
Medium) jeweils 72 h bei 28 °C inkubiert. Mit diesen Kulturen wurden vier mit je 
200 ml gefüllte 1 l-Schikanekolben beimpft und 72 h bei 28 °C mit 95 Upm inku-
biert. Die Bakterienpellets waren beigegrünlich, das Nährmedium grüngelb gefärbt. 
Das Lyophilisat der Schüttelkultur wurde mit Ethylacetat extrahiert. Dabei erhielt 
man 310 mg eines ockerfarbenen Rohextraktes, welcher für das biologische, phar-
makologische sowie chemische Screening verwendet wurde. Das Dünnschichtchro-
matogramm (CHCl3/20 % CH3OH) zeigte bei Tageslicht eine gelbe Zone (Rf = 0.72) 
und eine stark schleifende gelbe Zone, die sich mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ schwarz 
verfärbte (Rf = 0.01 - 0.56) sowie zwei Fluoreszenz löschende Zonen (Rf = 0.81, Rf = 
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0.83), die sich mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ orange bzw. grauviolett verfärbten. Der 
Cytotoxizitätstest mit Artemia salina ergab eine Mortalitätsrate von 25 %. 

Tabelle 17: Aktivität des Rohextraktes von Streptomyces sp. GW 13/580.  

Testkeim Hemmhof Ø [mm] 
Escherichia coli 20 
Bacillus subtilis 22 
Streptomyces viridochromogenes (Tü 57) 30 
Candida albicans 20 
Mucor miehei (Tü 284) 13 
Staphylococcus aureus 17 
Chlorella sorokiniana 13 
Chlorella vulgaris 15 
Scenedesmus subspicatus 20 

Fermentation und Aufarbeitung  

Der Stamm GW 13/580 wurde als 15 l-Schüttelkultur fermentiert. Hierzu wurde 
er zunächst durch Überimpfen von der Erdkultur auf acht Agarplatten von M2-
Medium mit einer Inkubationsdauer von 72 h bei 28 °C kultiviert. Mit diesen Kultu-
ren wurden 30 mit je 250 ml M2

+-Nährmedium gefüllte 1 l-Erlenmeyerkolben be-
impft und 72 h bei 28 °C mit ca. 120 Upm auf dem Linearschüttler inkubiert. Der 
Stamm wuchs unter Bildung von grauem Substrat-Mycel. Das Nährmedium war 
grüngelb gefärbt. Zum Aufbereiten der Bakterienkultur wurde die Kulturbrühe mit 
Celite vermischt und mit der Filterpresse filtriert. Das wäßrige Filtrat extrahierte man 
dreimal mit Ethylacetat. Der mit Celite vermischte Zellrückstand wurde dreimal mit 
je 2 l Ethylacetat digeriert, 15 min mit Ultraschall behandelt und anschließend filt-
riert. Die Lösungsmittel der organischen Phasen wurden jeweils unter Vakuum ent-
fernt und die so erhaltenen Extrakte durch Dünnschichtchromatographie (CHCl3/10 
% CH3OH) miteinander verglichen. Da keine signifikanten Unterschiede festzustel-
len waren, wurden die Extrakte vereinigt. Der Gesamtextrakt wurde in 250 ml Me-
thanol aufgenommen und zweimal mit 200 ml Cyclohexan extrahiert. Nach Entfer-
nen des Lösungsmittels unter Vakuum erhielt man einen gelbbraunen Methanolex-
trakt von 1.53 g. Die Aktivitäten dieses Extraktes zeigten nur geringe Abweichungen 
von den im Primärscreening erzielten Ergebnissen.  
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Isolierung 

Der Methanolextrakt wurde durch Mitteldruck-Säulenchromatographie an Kie-
selgel mit einem Chloroform/Methanol-Gradienten (1.0 l CHCl3, 500 ml CHCl3/1 % 
CH3OH, 800 ml CHCl3/3 % CH3OH, 1.5 l CHCl3/5 % CH3OH, 1.0 l CHCl3/10 % 
CH3OH) unter DC-Kontrolle (CHCl3/10 % CH3OH) nach ihrer Farbe sowie Fluores-
zenz löschenden Eigenschaften bei 254 nm in acht Fraktionen getrennt: Fraktion 3: 
gelborange bei Tageslicht, Rf = 0.55 - 0.79, 29 mg; Fraktion 5: gelb und rot bei Ta-
geslicht, Rf = 0.30 – 0.70, 30.2 mg; 7: gelbbraun bei Tageslicht, rötlich mit Anisalde-
hyd/H2SO4/Δ, Rf = 0.15 – 0.61, 505 mg; Fraktion 8: gelb und rot bei Tageslicht, Flu-
oreszenz löschend, Schwarzfärbung der gelben Zonen mit konzentrierter H2SO4, Rf = 
0.03 – 0.51, 812 mg. Die Fraktionen 1, 2, 4 und 6 zeigten bei DC keine Auffälligkei-
ten. Das biologische Screening gab Hinweise auf aktive Verbindungen, insbesondere 
in den Fraktionen 3, 5, 7 und 8 (siehe Tabelle 18). Fraktion 3 wurde durch Säulench-
romatographie an Sephadex LH-20 (Säule 30 × 700 mm, CHCl3/40 % CH3OH) ge-
reinigt, wodurch man 8.5 mg Acetamid (10) erhielt, welches bei Entfernen des Lö-
sungsmittels von der Sephadex-Fraktion unter Vakuum im Rotationsverdampfer sub-
limierte. Aus Fraktion 5 konnte durch Säulenchromatographie an Sephadex (Säule 15 
× 500 mm, CHCl3/40 % CH3OH) 3.0 mg 23-Desoxycervinomycin A1 (13) isoliert 
werden. Fraktion 7 wurde durch Säulenchromatographie an Sephadex getrennt. Man 
erhielt fünf Unterfraktionen die nach DC-Komtrolle noch komplexe Substanzgemi-
sche enthielten und keine biologische Aktivität mehr aufwiesen. Fraktion 8 wurde 
durch PDC an Kieselgel (drei Platten 20 × 20 cm, CHCl3/20 % CH3OH, dreimaliges 
Entwickeln) aufgearbeitet. Da die Zonen stark schleiften (auch unter Zugabe einiger 
Tropfen konzentrierter Essigsäure), wurden sämtliche gelben Fraktionen vereinigt 
und eine Acetylierung des Substanzgemisches vorgenommen, da auch die Schwarz-
färbung mit konzentrierter H2SO4 einen Hinweis auf Polyene lieferte. Dennoch konn-
te auch das Acetylierungsgemisch weder durch PDC an Kieselgel noch durch RP-
HPLC erfolgreich getrennt werden 
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Tabelle 18: Aktivitäten ausgewählter Fraktionen des Rohextraktes von Streptomyces sp. GW 
13/580. 

Testkeim Fraktion 3 Fraktion 5 Fraktion 7 Fraktion 8 
Escherichia coli 11 14 17 19 
Bacillus subtilis 15 25 11 10 
Streptomyces viri-
dochromogenes (Tü 
57) 

23 34 25 21 

Candida albicans 17 9 20 27 
Mucor miehei (Tü 
284) 

14 11 20 23 

Staphylococcus aureus 15 27 20 22 
Chlorella sorokiniana 11 11 15 20 
Chlorella vulgaris 11 10 7 13 
Scenedesmus subspi-
catus 

11 12 12 14 

 

Acetamid (10): C2H5NO (59), nadelförmiger Kristall, farblose Verbindung, lös-

lich in MeOH, Wasser, Dichlormethan, Rf = 0.85 (CH2Cl2/10 % CH3OH). - EI-MS 

(70 eV): m/z (%) = 59 [M+] (100), 44 (86), 43 (57). 

 23-Desoxycervinomycin A1 (13): C29H23NO8 

(513.1), gelber Feststoff, schwach rötlich mit kon-

zentrierter H2SO4, kaum löslich in MeOH, CHCl3, 

CH2Cl2, Aceton und Pyridin, schwach löslich in 

DMSO bei 50 °C, Rf = 0.59 (CH2Cl2/10 % 

CH3OH). – UV (CH3Cl3/50 % MeOH): λmax = 239 nm, 277, 303, 381. – IR (KBr): ν 

= 3428, 1616, 1496, 1439, 1274, 1155, 1032 cm-1. - 1H-NMR ([D6]DMSO, 500 

MHz, 50 °C): δ = 14.74 (s, 1 H, 26-OH), 10.07 (s, 1 H, 23-H), 8.37 (d, 3J = 9 Hz, 1 

H, 10-H), 7.81 (d, 9 Hz, 1 H, 9-H), 7.59 (s, 1 H, 19-H), 7.40 (s, 1 H, 7-H), 7.17 (s, 1 

H, 16-H), 4.23 (m, 2 H, 2-H2), 3.99 (s, 3 H, 17-OCH3), 3.91 (s, 3 H, 18-OCH3), 3.95 

(m, 1 H, 1-HA), 3.74 (m, 1 H, 1-HB), 3.37 (d, 2J = 15, 1 H, 5-HA), 3.27 (d, 2J = 15, 1 

H, 5-HB), 1.35 (s, 3 H, 30-H3). – 13C-NMR ([D6]DMSO, 500 MHz, 50 °C): δ = 175.3 

(C-21), 164.8 (C-28), 161.0 (C-26), 155.5 (C-17), 151.7 (C-15), 146.3 (C-18), 140.9 
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(C-12, C-13), 136.3 (C-8), 133.4 (C-6), 127.8 (C-9), 125.9 (C-24), 125.5 (C-11), 

123.5 (C-10), 120.2 (C-22), 118.5 (C-7), 117.9 (C-25), 115.9 (C-23), 113.5 (C-20), 

107.2 (C-27), 105.3 (C-19), 100.0 (C-16), 92.0 (C-4), 63.8 (C-2), 56.2 (17-OCH3), 

55.8 (18-OCH3), 41.7 (C-1), 39.9 (C-5), 22.1 (C-30). - H,H-COSY ([D6]DMSO, 500 

MHz) (H ↔ H): 1-H ↔ 2-H; 9-H ↔ 10-H. – HMBC-NMR (inverses COLOC, 

[D6]DMSO,50 °C, GHMQC_DA, F1 126 MHz, F2 500 MHz) (H→ C): 1-H 2J → C-

2; 1-H, 5-H, 30-H 2J → C-4; 1-H 2J → C-28; 5-H 2J → C-6; 5-H, 7-H 3J → C-27; 5-

H 3J → C-7; 5-H 3J → C-30; 5-H 4J → C-8; 7-H, 9-H 2J → C-8; 7-H, 30-H 3J → C-

5; 7-H, 9-H, 23-H 3J → C-25; 7-H 3J → C-9; 7-H 4J → C-28; 9-H, 23-H 3J → C-11; 

10-H 3J → C-8; 10-H 3J → C-12; 10-H 3J → C-24; 10-H 4J → C-25; 16-H 2J → C-

15; 16-H, 17-OCH3 2J → C-17; 16-H 3J → C-18; 16-H 3J → C-20; 17-OCH3 3J → 

C-16; 18-OCH3, 19-H 2J → C-18; 18-OCH3 3J → C-19; 19-H 2J → C-20; 19-H 3J → 

C-15; 19-H 3J → C-17; 19-H, 23-H 3J → C-21; 19-H 4J → C-16; 23-H 3J → C-13; 

26-OH 2J → C-25; 26-OH 2J → C-27. - EI-MS (70 eV): m/z (%) = 513 [M+] (100), 

498 (13), 428 (95), 400 (6), 249 (7), 86 (45), 55 (30), 44 (68); CI-MS (NH3): m/z (%) 

= 531 [M + NH4]+ (72) 514 [M + H]+ (100). 

Fermentation im 50 l-Maßstab 

Der Stamm GW 13/580 im Maßstab einer 50 l-Fermenter-Kultur angezüchtet. 

Zunächst wurde er von der Erdkultur auf vier Agarplatten mit M2-Medium überimpft 

und 72 h bei 28 °C inkubiert. Mit diesen Kulturen wurden 12 mit je 250 ml M2-

Nährmedien gefüllte 1 l-Schikanenkolben beimpft und 72 h bei 28 °C und 95 Upm 

inkubiert. Der Ansatz wurde schließlich bei einem Belüftungsvordruck von 0.5 atm, 

einem pH-Wert von 7.00 ± 1.25 (reguliert über 2 N NaOH, 2 N HCl) und einer Rühr-

geschwindigkeit von 200 Upm 72 h bei 28 °C fermentiert. Die Schaumbildung wur-

de durch regulierte Zugabe von Niax (zehnprozentige ethanolische Lösung) verhin-

dert. Das Mycel lag in Form von graugelben Pellets vor, das Nährmedium war inten-

siv grüngelb gefärbt. Die Kultur wurde mit dem Ultraturrax behandelt, über Celite 

filtriert und das Filtrat wurde viermal mit je zwei l Ethylacetat extrahiert. Der Filter-

rückstand wurde viermal mit Ethylacetat digeriert, 15 min im Ultraschallbad behan-

delt und filtriert. Die organischen Phasen wurden vereinigt. Nach Entfernen des Lö-
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sungsmittels im Vakuum resultierten 3 g eines schwerlöslichen Rohextraktes. Der 

Rohextrakt dieser Fermenterkultivierung enthielt im Wesentlichen Verbindungen, 

die in Chloroform, Dichlormethan, Methanol, DMSO, Aceton, Ethylacetat oder Ge-

mischen aus diesen Lösungsmitteln schwerlöslich waren. Daher wurde der Extrakt 

durch Zentrifugieren mit jeweils einem Gemisch aus CH2Cl2/50 % CH3OH in zwei 

Fraktionen getrennt. Fraktion 1: Zentrifugat, gelbe, orange und rote Zonen bei DC 

bei Tageslicht (CHCl3/10 % CH3OH), löslich im Gemisch aus CHCl3/50 % CH3OH, 

Fluoreszenz löschende Zonen, 1.1 g. Fraktion 2: schwerlöslicher, gelbgrüner Rück-

stand, 2.7 g. Fraktion 1 wurde ohne vorausgehende Extraktion mit Cyclohexan durch 

Mitteldrucksäulenchromatographie an Kieselgel (Säule 40 × 750 mm) mit einem 

Stufengradienten aus Chloroform und Methanol (1 l CHCl3, 500 ml CHCl3/ 1 % 

CH3OH, 800 ml CHCl3/ 3 % CH3OH, 1 l CHCl3/ 5 % CH3OH, 500 ml CHCl3/ 10 % 

CH3OH) in sechs Fraktionen (a-f) getrennt. Die Tennkriterien waren Farbigkeit und 

Fluoreszenzlöschung bei DC bei 254 nm (CHCl3/10 % CH3OH): Die Fraktionen 1a-

1d stellten bei jeweils relativ geringer Fraktionsmenge noch sehr komplexe Sub-

stanzgemische dar und zeigten keine herausragenden Auffälligkeiten bei DC. Frakti-

on 1e: gelbbraune und rote Zone bei Tageslicht, fluoreszierende Zone bei 366 nm, Rf 

= 0.26 – 0.96 (CHCl3/10 % CH3OH), 130 mg; Fraktion 1f: gelbe, schleifende Zone 

bei Tageslicht mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ schwarz, Fluoreszenz löschende Zone bei 

254 nm, Rf = 0.09 – 0.70, 180 mg. Die Fraktion 1e wurde durch Säulenchroma-

tographie an Sephadex LH-20 (Säule 30 × 800 mm, CHCl3/40 % CH3OH) unter DC-

Kontrolle in fünf Unterfraktionen getrennt, die noch immer komplexe Gemische mit 

Fluoreszenz löschenden und bei Tageslicht gelben Verbindungen darstellten. Hierbei 

erhielt man aus der Unterfraktion 3 nach Trennung mit RP-HPLC (mit CH3CN-H2O-

Azeotrop/H2O = 10/90 beginnen, für 10 min halten, Anstieg auf CH3CN-H2O-

Azeotrop/H2O = 100/0 in 15 min, halten für 10 min, Durchfluß 10.0 ml/min) 0.5 mg 

einer bei Tageslicht gelben Verbindung (Rf = 0.58, CHCl3/10 % CH3OH), die sich 

mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ zunächst grün, nach ca. 1- 2 h orange verfärbt. Jedoch war 

die Substanzmenge für weitere Untersuchungen nicht ausreichend. Fraktion 1f wurde 

durch präparative RP-HPLC (mit CH3CN-H2O-Azeotrop/H2O = 10/90 beginnen, für 

10 min halten, Anstieg auf CH3CN-H2O-Azeotrop/H2O = 100/0 in 15 min, halten für 

10 min, Durchfluß 10.0 ml/min) gereinigt. Dabei erhielt man 1 mg einer Verbindung 
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mit m/z = 527 (14; tR = 22.1 min). Aufgrund des schlechten Lösungsverhaltens von 

15 konnten keine zufriedenstellenden 1H-NMR- oder 13C-NMR-Spektren erhalten 

werden. - Bei der Untersuchung von Fraktion 2 konnten nach dreimaligem Waschen 

der schwerlöslichen Verbindungen mit CH3OH und anschließender Reinigung mit 

PDC (CHCl3/20 % CH3OH) zwei Verbindungen mit den molaren Massen m/z = 527 

(14) (Rf = 0.70, CHCl3/20 % CH3OH, 20 mg) und m/z = 529 (15) (Rf = 0.80, 

CHCl3/20 % CH3OH, 13.3 mg) isoliert werden. Da von 15 aufgrund der schlechten 

Löslichkeit in diversen Lösungsmitteln kein auswertbares 13C-NMR-Spektrum erhal-

ten werden konnte, wurde die Verbindung acetyliert. Die gesuchte Verbindung 23-

Desoxycervinomycin A1 (13) konnte in keiner Fraktion nachgewiesen werden. 

Cervinomycin A1 (15): C29H23NO9 (529.1), 

gelber Feststoff, sehr schwer löslich in Methanol, 

Aceton, Pyridin; schwer löslich in Chloroform und 

Dichlormethan, Rf = 0.68 (CH2Cl2/10 % CH3OH). 

– UV (MeOH): λmax = 250 nm, 271, 280, 289. - IR 

(KBr): ν = 3436, 2927, 1622, 1508, 1472, 1432, 

1385, 1275, 1236, 1110, 1030, 866, 759, 699 cm-1. - 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ* 

= 15.35 (s, 1 H, 23-OH), 14.36 (s, 1 H, 26-OH 8.36 (d, 3J = 9.7 Hz, 1 H, 10-H), 7.79 

(d, 3J = 9.7 Hz, 1 H, 9-H), 7.62 (s, 1 H, 19-H), 7.25-7.20 (s, unter Lösungsmittelsig-

nal, 1 H, 16-H), 7.15 (s, 1 H, 7-H), 4.30-4.23 (m, 2 H, 2-H2), 4.02, 4.01 (2s, 6 H, 2 

OCH3), 4.03-4.09 (m, 2 H, 2-H2), 4.02-3.99, 3.75-3.69 (2m, 2 H, 1-H2), 3.25, 2.56 

(2m, 2 H, 5-H2), 1.39 (s, 3 H, 30-H3). - EI-MS (70 eV): m/z (%) = 529 [M]+ (100), 

513 (33) 444 (38).  

* vorläufige Zuordnungen 

       Cervinomycin A2 (14): C29H21NO9 (527.6), 

gelber Feststoff, schwer löslich in Methanol, Ace-

ton, Pyridin; mäßig löslich in Chloroform und 

Dichlormethan, Rf = 0.75 (CH2Cl2/10 % CH3OH). - 

UV (CHCl3): λmax = 303 nm, 336, 382. – IR (KBr): 
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ν = 3430, 2928, 1623, 1507, 1474, 1432, 1385, 1276, 1227, 1122, 1028, 993, 866, 

759, 620 cm-1. – 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 13.76 (s, 1 H, 26-OH), 8.20 (d, 3J 

= 8.3 Hz, 1 H, 10-H), 7.90 (d, 3J = 8.3 Hz, 1 H, 9-H), 7.65 (s, 1 H, 19-H), 7.15 (s, 1 

H, 7-H), 7.13 (s, 1 H, 16-H), 4.25 (t, 3J = 6.8 Hz, 2 H, 2-H2), 4.05 (m, 1 H, 1-HA)*, 

3.79-3.75 (m, 1 H, 1-HB), 3.30-3.20 (m, 2 H, 5-H2), 1.39 (s, 3 H, 30-H). - 13C-NMR 

(CDCl3, 125 MHz): δ = 181.8 (Cq, C-23), 178.6 (Cq, C-12), 172.5 (Cq, C-21), 164.6 

(Cq, C-28), 161.5 (Cq, C-26). 155.6 (Cq, C-17), 153.8 (Cq, C-13), 151.1 (Cq, C-15), 

148.8 (Cq, C-18), 140.8 (Cq, C-8), 138.2 (Cq, C-24), 136.6 (Cq, C-6), 132.2 (CH, C-

9), 129.6 (Cq, C-11), 123.8 (CH, C-10), 121.0 (2 Cq, C-22, C-25), 119.8 (Cq, C-20), 

117.3 (CH, C-7), 107.2 (Cq, C-27), 104.7 (CH, C-19), 100.5 (CH, C-16), 92.2 (Cq, C-

4), 64.3 (CH2, C-2), 56.6 (CH3, 17-OCH3), 56.5 (CH3, 18-OCH3), 42.1 (CH2, C-1), 

41.1 (CH2, C-5), 22.9 (CH3, C-30). - (+)-ESI-MS: m/z (%) = 1077.1 [2M+Na]+ 

(100); 550.6 [M+Na]+ (31). 

* vorläufige Zuordnung 

Acetylierung von Cervinomycin A1 (15): Zu 2.5 mg Cervinomycin A1 gab 

man je 4 ml Acetanhydrid, 1.0 ml Pyridin und ca. 0.1 mg DMAP. Die Lösung wurde 

24 h bei Raumtemperatur gerührt und anschließend mit Wasser hydrolysiert. Das 

Reaktionsgemisch wurde im Vakuum eingeengt und anschließend in etwas CH3CN 

aufgenommen. Durch semipräparative RP-HPLC (mit CH3CN-H2O-Azeotrop/H2O = 

10/90 beginnen, für 10 min halten, Anstieg auf CH3CN-H2O-Azeotrop/H2O = 100/0 

in 15 min, halten für 10 min, Durchfluß 10.0 ml/min) wurde das Reaktionsgemisch 

gereinigt, wobei man 1.0 mg der Verbindung (41 ; tR = 12.5 min) erhielt. Der Rf -

Wert (Rf  = 0.96) von 41 unterschied sich von dem Rf -Wert von Cervinomycin A1 

(15) (Rf  = 0.68) (CHCl3/10 % CH3OH). 

Cervinomycin A1-diacetat (16): C33H27O11N 

(613.4), gelber Feststoff, rötlich mit konzentrierter 

H2SO4; Rf = 0.96 (CHCl3/10 % CH3OH). - UV (Me-

OH): λmax = 228 nm, 258, 279, 304, 355, 371, 440. – 
1H-NMR (CDCl3, 300 MHz): δ = 14.98 (s, 1 H, 26- O
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OH), 7.69 (s, 1 H, 7-H), 7.66 (s, 1 H, 19-H), 7.63 (d, 3J = 3.9 Hz, 1 H, 9-H), 7.58 (d, 
3J = 3.9 Hz, 1 H, 10-H), 6.89 (s, 1 H, 16-H), 4.26–4.18 (m, 2 H, 2-H), 4.04–4.01 (m, 

1 H, 1-HA), 4.00 (s, 6 H, 17-OCH3, 18-OCH3), 3.76-3.64 (m, 1 H, 1-HB), 3.31 (s, 2 

H, 5-H), 2.60 (s, 3 H, 23-COCH3), 2.10 (s, 3 H, 12-COCH3), 1.50 (s durch m überla-

gert, 3 H, 4-CH3). – 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 181.4 (C-21), 174.5 (C-28), 

168.8 (23-COCH3*), 168.3 (12-COCH3*), 159.5 (C-26), 156.4 (C-17), 155.6 (C-12), 

155.6 (C-23), 152.3 (C-15), 147.0 (C-18), 144.6 (C-13), 135.5 (C-6), 132.4 (C-8), 

130.6 (C-11**), 130.1 (C-24**), 129.9 (C-9), 123.7 (C-10), 121.1 (C-7), 118.0 (C-

22), 112.8 (C-20), 112.3 (C-25), 105.7 (C-27), 104.6 (C-19), 99.5 (C-16), 92.2 (C-4), 

64.4 (C-2), 56.3 (17-OCH3), 56.3 (18-OCH3), 43.2 (C-1), 41.2 (C-5), 23.1 (C-30), 

20.52 (12-COCH3), 20.47 (23-COCH3),. – H,H-COSY (CDCl3, 500 MHz) (H ↔ H): 

1-H ↔ 2-H; 9-H ↔ 10-H. - HMBC-NMR (inverses COLOC, CDCl3, GHMQC_DA, 

F1 125 MHz, F2 500 MHz) (H → C): 2-H, 5-H, 30-H 2J → C-4; 5-H, 7-H 2J → C-6; 

5-H, 9-H 3J → C-7; 5-H 3J → C-30; 7-H 2J → C-8; 7-H 3J → C-9; 7-H 3J → C-25; 

7-H 4J → C-28; 9-H 3J → C-11; 16-H 2J → C-15; 16-H 2J → C-17; 16-H 3J → C-

18; 16-H 3J → C-20; 16-H 4J → C-21; 17-OCH3 2J → C-17; 18-OCH3 2J → C-18; 

19-H 2J → C-18; 19-H 2J → C-20; 19-H 3J → C-15; 19-H 3J → C-17; 19-H 3J → C-

21; 26-OH 2J → C-25; 26-OH 3J → C-27; 30-H 3J → C-1. – (+)-ESI-MS: m/z (%) = 

1249 [2M+Na]+ (30), 636 [M+Na]+ (29); (-)-ESI-MS: m/z (%) = 612 [M-H]- (100); 

EI-MS (70 eV): m/z (%) = 613 [M+] (22), 571 [M-COCH3]+ (88), 529 [M-2COCH3]+ 

(100). 

*, **Signale sind jeweils gegeneinander austauschbar 

Stamm GW 13/1783 

Der Stamm GW 13/1783 bildete auf Agar (M2-Nährmedium) nach drei Tagen ein 
weißgraues Luftmycel, während die Kolonieunterseite grau gefärbt war. Der Agar 
war gelb verfärbt. 

Primärscreening 

Der Stamm GW 13/1783 wurde von M2-Schrägagar auf Agarplatten (M2-
Medium) überimpft und für 72 h bei 28 °C kultiviert. Mit den Agarplatten wurde 
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eine 1 l-Schüttelkultur hergestellt (fünf 1 l-Schikanekolben mit je 200 ml M2-
Nährmedium) und diese für 72 h bei 28 °C und 95 Upm inkubiert. Der Stamm wuchs 
unter Bildung eines beigen Substratmycels, die Nährlösung war dunkelbraun gefärbt. 
Die Kulturbrühe wurde lyophilisiert und dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Man er-
hielt 310 mg eines braungelben Rohextraktes, der für das chemische und biologische 
Screening verwendet wurde. Das Dünnschichtchromatogramm (CHCl3/10 % 
CH3OH) zeigte bei Tageslicht eine intensiv gelbe Zone mit Rf = 0.90 sowie verschie-
dene Fluoreszenz löschende und fluoreszierende Zonen mit Rf-Werten im Bereich 
von 0.06-0.41. Die bei Tageslicht farblosen Zonen mit den Rf-Werten von 0.38 und 
0.32 färbten sich nach Ansprühen mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ orange bzw. gelb. Das 
biologische Screening (Plattendiffusionstest) zeigte die in Tabelle 19 wiedergegebe-
nen Aktivitäten. 

Tabelle 19: Aktivität des Rohextraktes aus Streptomyces sp. GW 13/1783. 

Testkeim Hemmhof Ø [mm] 

Escherichia coli 0 
Bacillus subtilis 27 
Streptomyces viridochromogenes (Tü 57) 25 (reduziertes Wachstum) 
Candida albicans 0 
Mucor miehei (Tü 284) 20 
Staphylococcus aureus 0 
Chlorella sorokiniana 0 
Chlorella vulgaris 0 
Scenedesmus subspicatus 0 

 

Fermentation und Aufarbeitung 

Der Stamm GW 13/1783 wurde von Erdkultur auf zehn Agarplatten (M2-
Medium) überimpft und 72 h bei 28 °C inkubiert. Mit diesen Kulturen wurden 96 1 l-
Erlenmeyerkolben mit je 250 ml M2-Nährlösung beimpft und diese für einen Zeit-
raum von 5 d bei 28 °C auf dem Linearschüttler inkubiert. Nach 4 d färbte sich die 
Nährlösung intensiv gelb. Die Kulturbrühe wurde zum Aufarbeiten mit Celite ver-
mischt und mit der Filterpresse filtriert. Das so erhaltene wäßrige Filtrat wurde fünf-
mal mit Ethylacetat extrahiert. Der mit Celite vermischte Zellrückstand wurde drei-
mal in Ethylacetat und dreimal in Aceton digeriert, 15 min im Ultraschall behandelt 
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und anschließend filtriert. Die organischen Phasen wurden durch DC (CH2Cl2/10 % 
CH3OH) miteinander verglichen und hieraufhin vereinigt. Nach Entfernen des Lö-
sungsmittels im Vakuum erhielt man einen braungelben Rohextrakt (1.8 g), der Ak-
tivitäten gegen Bacillus subtilis (Hemmhof Ø 29 mm) und Mucor miehei (Tü 284) 
(Hemmhof Ø 20 mm) aufwies. Gegen Streptomyces viridochromogenes (Tü 57) 
konnte im Gegensatz zum Primärscreening keine Wachstumshemmung beobachtet 
werden. 

Isolierung 

Der Extrakt wurde durch Vakuum-Säulenchromatographie an Kieselgel mit ei-
nem Stufengradienten (500 ml Cyclohexan, 500 ml CH2Cl2, je 250 ml beginnend bei 
CH2Cl2/2 % CH3OH in Stufen von 2 % CH3OH bis 10 % CH3OH, 250 ml CH2Cl2/20 
% CH3OH, 250 ml CH2Cl2/30 % CH3OH) getrennt. Nach DC-Kontrolle (CH2Cl2/10 
% CH3OH, Farbigkeit der DC-Zonen bei Tageslicht, Reaktion mit Anisalde-
hyd/H2SO4–Sprühreagenz, Fluoreszenzlöschung) wurde der Rohextrakt in vier Frak-
tionen unterteilt. Fraktion 1: farblos, violette Zone mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ Rf = 
0.98, 400.5 mg; Fraktion 2: blaßgelb, bei Tageslicht schwach gelbe Zone, Rf = 0.86; 
Fluoreszenz löschende Zone, violett mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ, Rf = 0.95, 204.3 mg; 
Fraktion 3: gelbe Zone bei Tageslicht, rot mit NaOH, Rf = 0.80, 132.6 mg; Fraktion 
4: bei Tageslicht farblose Zonen, graubraun mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ, Rf = 0.62-
0.10, 721.0 mg. Im Plattendiffusionstest fiel allein die Fraktion 3 mit einer Aktivität 
gegen Bacillus subtilis (Hemmhof Ø 28 mm) auf. Die Fraktion 3 wurde durch Säu-
lenchromatographie an Sephadex LH-20 (Säule 30 × 800 mm, (CH2Cl2/40 % 
CH3OH) in acht Unterfraktionen getrennt, wobei die Unterfraktionen 3a-3f noch sehr 
komplexe Substanzgemische enthielten und keine Aktivitäten im Plattendiffusions-
test mehr aufwiesen. Die Unterfraktionen 3g-3h wiesen neben fluoreszenzlöschenden 
Zonen die gesuchte gelbe Zone mit Rf = 0.80 (CH2Cl2/10 % CH3OH) auf. Die Unter-
fraktionen 3g und 3h wurden durch semipräparative HPLC (mit CH3CN-H2O-
Azeotrop/H2O = 10/90 beginnen, für 10 min halten, Anstieg auf CH3CN-H2O-
Azeotrop/H2O = 100/0 in 15 min, halten für 10 min, Durchfluß 10.0 ml/min) gerei-
nigt. Aus ihnen wurde das Furanonaphthochinon 17; (Rt = 19.0 min)41 isoliert.  

4-Hydroxy-7-methoxy-2,3,6-

trimethyl-3-(4-methyl-pent-3-enyl)-2,3-
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(17): C22H26O5 (370.2), gelber Feststoff, rot mit NaOH;  Rf = 0.8 (CH2Cl2/10 % 

CH3OH). – 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 9.85 (s, 1 H, 4-OH), 6.69 (s, 1 H, 9-H), 

4.62 (t, 3J = 5.9 Hz, 1 H, 12-H), 4.35 (q, 3J = 6.4 Hz, 1 H, 2-H), 3.53 (s, 3 H, 7-

OCH3), 1.56 (s, 3 H, 6-CH3), 1.54-1.46 (m, 4 H, 10-H2, 11-H2), 1.20 (s, 3 H, 15-H3), 

1.10 (s, 3 H, 14-H), 0.98 (d, 3J = 6.4 Hz, 3 H, 2-CH3), 0.79 (s, 3 H, 3-CH3) – 13C-

NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 184.2 (Cq, C-5), 181.3 (Cq, C-8), 161.2 (Cq, C-4), 

157.4 (Cq, C-9a), 156.9 (Cq, C-7), 134.1 (Cq, C-6), 133.2 (Cq, C-8a), 132.0 (Cq, C-

13), 127.9 (Cq, C-3a), 123.8 (CH, C-12), 109.4 (Cq, C-9), 109.3 (Cq, C-4a), 88.1 (CH, 

C-2), 60.7 (CH3, 7-OCH3), 46.8 (Cq, C-3), 37.7 (CH2, C-10), 25.7 (CH3, C-15), 23.7 

(CH2, C-11), 19.6 (CH3, 3-CH3), 17.6 (CH3, C-14), 15.4 (CH3, 2-CH3), 9.4 (CH3, 6-

CH3). – (+)-ESI-MS: m/z (%) = 1133 [3M+Na]+ (4); 763 [2M+Na]+ (100). – (-)-ESI-

MS: m/z (%) = 369 [M-H]+. - EI-MS (70 eV): m/z (%) = 370 [M+] (55), 287 (100), 

259 (20), 189 (18), 55 (15), 41 (23). 

Stamm GW 16/3993 

Der Stamm GW 16/3993 bildete auf Agarplatte (M2-Nährmedium) nach drei Ta-
gen ein schwarzes Luftmycel, während der Agar dunkelgelb gefärbt war. 

Primärscreening 

Der Stamm GW 16/3993 wurde von M2-Schrägagar auf Agarplatten (M2-
Medium) überimpft und für 72 h bei 28 °C kultiviert. Diese Kulturen dienten zum 
Beimpfen von vier mit je 200 ml M2-Nährmedium gefüllten 1 l-Schikanekolben. 
Nach einer Inkubationszeit von 72 h bei 28 °C mit 95 Upm lagen ein dunkelbraunes 
Substrat-Mycel sowie eine gelb gefärbte Nährlösung vor. Die Kulturbrühe wurde 
lyophilisiert und im Anschluß dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Man erhielt 130 mg 
eines dunkelbraunen Rohextraktes, der für das biologische und chemische Screening 
verwendet wurde. Im Dünnschichtchromatogramm waren neben Fluoreszenz lö-
schenden Zonen zwei bei Tageslicht gelbe Zonen (Rf = 0.38 und 0.58) auffällig. 
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Tabelle 20: Aktivitäten des Rohextraktes von Streptomyces sp. GW 16/3993 im Plattendif-
fusionstest. 

Testkeim Hemmhof Ø [mm] 

Escherichia coli 0 

Bacillus subtilis 0 
Streptomyces viridochromogenes (Tü 57) 0 
Candida albicans 0 
Mucor miehei (Tü 284) 22 
Staphylococcus aureus 19 
Chlorella sorokiniana 10 
Chlorella vulgaris 12 
Scenedesmus subspicatus 12 

 

Im Cytotoxizitätstest mit Artemia salina wurde eine Mortalitätsrate von 55 % be-
obachtet. 

Fermentation und Aufarbeitung 

Der Stamm GW 16/3993 wurde von Erdkultur auf Agarplatten mit M2-
Nährmedium überimpft und 72 h bei 28 °C kultiviert. Mit diesen Kulturen wurden 80 
mit je 250 ml M2-Nährmedium gefüllte Erlenmeyerkolben beimpft und 5 d bei 28 °C 
auf dem Linearschüttler inkubiert. Der Stamm bildete ein feines dunkelbraunes Sub-
stratmycel, nach 3 d war die Nährlösung schwach gelb, nach 5 d intensiv gelb ge-
färbt. Die Kulturbrühe wurde mit Celite vermengt und mit der Filterpresse filtriert. 
Das hieraus resultierende wäßrige Filtrat extrahierte man viermal mit Ethylacetat, der 
mit Celite vermischte Zellrückstand wurde viermal mit Ethylacetat und dreimal mit 
Aceton digeriert, 20 min im Ultraschall belassen und anschließend filtriert. Sämtliche 
organische Phasen wurden vereinigt, da nach DC-Kontrolle (CH2Cl2/10 % CH3OH; 
Anisaldehyd/H2SO4/Δ) keine Unterschiede festzustellen waren. Das Lösungsmittel 
wurde im Vakuum entfernt, wodurch man 2.2 g eines dunkelbraunen Rohextrakts 
erhielt. Zur weiteren Bearbeitung wurde der Rohextrakt in Methanol aufgenommen 
und durch zweimalige Extraktion mit Cyclohexan von den sehr unpolaren Verbin-
dungen befreit. Das Volumen der Methanolphase wurde im Vakuum reduziert. Man 
überprüfte die Aktivität der Methanolphase durch Bioautographie (DC-Bedingungen 
wie bei DC-Kontrolle, s.o.). Dabei konnten Aktivitäten gegen die gleichen Testkeime 
wie im Primärscreening festgestellt werden. Diese Aktivitäten konzentrierten sich 
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auf eine bei Tageslicht gelbe Zone, Rf = 0.85. Schließlich wurde die Methanolphase 
durch Vakuum-Säulenchromatographie an Kieselgel mit einem Stufengradienten 
(300 ml Cyclohexan, 500 ml CH2Cl2, je 250 ml beginnend bei CH2Cl2/5 % EtOAc in 
Stufen von 5 % EtOAc bis 40 % EtOAc, je 250 ml beginnend bei CH2Cl2/40 % E-
tOAc in Stufen von 10 % EtOAc bis 100 % EtOAc, je 250 ml beginnend bei EtO-
Ac/2 % CH3OH in Stufen von 2 % CH3OH bis 10 % CH3OH, je 250 ml beginnend 
bei EtOAc/10 % CH3OH in Stufen von 10 % bis 100 % CH3OH) unter DC- und Bio-
aktivitätskontrolle in fünf Fraktionen getrennt. Fraktion 1: farblos bei Tageslicht, 
dunkelbraun mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ, Rf = 0.8-0.96, Fluoreszenz löschende Zonen 
(254 nm), Rf = 0.36. 0.60 (CH2Cl2/10 % CH3OH), 523.0 mg; Fraktion 2: Fluoreszenz 
löschende, stark schleifende Zonen, Rf = 0.01- 0.96 (CH2Cl2/10 % CH3OH), 392.4 
mg; Fraktion 3: Fluoreszenz löschende Zone, gelb mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ, Rf = 
0.43 (CH2Cl2/20 % CH3OH), 15.4 mg; Fraktion 4: gelbe Zone bei Tageslicht, grün 
mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ, Rf = 0.57 (CH2Cl2/20 % CH3OH), 231.5 mg; Fraktion 5: 
stark schleifende, bei Tageslicht gelbe Zone, grün mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ, Rf = 
0.43-0.67 (CH2Cl2/20 % CH3OH), 282.4 mg. 

Tabelle 21: Aktivitäten der fünf Hauptfraktionen von GW 16/3993, (Hemmhof Ø [mm]) 

Testkeim Fraktion  
1 

Fraktion  
2 

Fraktion   
3 

Fraktion 
4* 

Fraktion  
5 

Escherichia coli 0 0 13 17 18 

Bacillus subtilis 0 0 0 16 20 

Mucor miehei (Tü 
284) 

0 0 10 0 0 

Staphylococcus au-
reus 

0 8 8 16 24 

* die hier aufgeführten Aktivitäten ließen sich auch im Bioautogramm nachweisen. 

Dabei konnte in Fraktion 4 die im Bioautogramm aktive Verbindung wiederge-
funden werden. Fraktion 4 wurde durch PDC an Kieselgel (4 Platten, 20 × 20 cm, 
CH2Cl2/20 % CH3OH) und anschließender SC an Sephadex LH-20 (Säule 30 × 800 
mm, CH2Cl2/40 % CH3OH) gereinigt. Man erhielt 5.6 mg Mithramycin (20). 
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Mithramycin (20): 

C52H76O24 (1084.6), 

gelbgrüner Feststoff; 

schwer löslich in CHCl3, 

Aceton; löslich in Me-

thanol, DMSO; graugrün 

mit Anisalde-

hyd/H2SO4/Δ, Rf = 0.16 (CH2Cl2/10 % CH3OH). - 1H-NMR (CD3OH, 600 MHz): δ* 

= 6.61 (s, 1 H, C-5), 6.43 (s, 1 H, C-10), 5.20 (d, 3J = 9.6 Hz, 1 H, 1A-H), 5.17 (d, 3J 

= 9.6 Hz, 1 H, OCH), 4.75 (s, 1 H, 1’-H), 4.72-4.70 (m, 3 H, 3 ×OCH), 4.44 (d, 3J = 

11.6 Hz, 1 H, 2-H), 4.22 (dq, 3J = 2.8 Hz, 3J = 6.7 Hz, 1 H, 4’-H), 4.16 (d, 3J = 2.8 

Hz, 1 H, 3’-H), 3.83-3.79 (m, 1 H, OCH), 3.79-3.74 (m, 1 H, OCH), 3.71-3.69 (m, 2 

H, 2 × OCH), 3.56-3.49 (m, 4 H, 4 × OCH), 3.41 (s, 3 H, 1’-OCH3), 3.35-3.32 (m, 2 

H, 2 × OCH), 3.13 (t, 3J = 8.8 Hz, 1 H, OCH), 3.02-2.91 (m, überlagert durch Lö-

sungsmittelsignal, 3 H, 2 × OCH, 4-HA), 2.84-2.79 (m, 1 H, OCH), 2.74-2.68 (m, 1 

H, 3-H), 2.60 (dd, 3J = 4.3 Hz, 3J = 16.8 Hz, 1 H, 4-HB), 2.40 (dd, 3J = 4.3 Hz, 3J = 

12.0 Hz, 1 H, HA-CH2), 2.18 (m, 3 H, CH2, HB-CH2), 2.15 (s, 3 H, 7-CH3), 2.12 (m, 

3 H, HA’-CH2, CH2), 1.92 (dd, 3J = 1.5 Hz, 13.7 Hz, 1 H, HA’’-CH2), 1.60-1.54 (m, 2 

H, HB’-CH2, HA’’’-CH2), 1.44 (m, 1 H, HB’’-CH2), 1.39 (d, 3J = 6.0 Hz, 3 H, CH3), 

1.27 (m, 1 H, HB’’’-CH2), 1.31 (d, 3J = 6.0 Hz, 6 H, 2 × CH3), 1.26 (s, 3 H, CH3), 

1.25-1.23 (m, 6 H, 2 × CH3), 1.21 (d, 3J = 6.0 Hz, 3 H, CH3). - 13C-NMR (CD3OH, 

125 MHz): δ = 213.7 (Cq, C-2’), 197.7 (Cq, C-1), 177.3 (Cq, C-8), 162.0 (Cq, C-9), 

160.8 (Cq, C-6), 140.4 (Cq, C-10a), 139.4 (Cq, C-4a), 113.4 (Cq, C-10), 113.0 (CH, 

C-9a), 111.7 (Cq, C-8a), 108.7 (Cq, C-7), 101.7 (OCH), 101.3 (OCH), 100.9 (OCH), 

100.0 (OCH), 99.8 (OCH), 99.7 (OCH), 84.3 (OCH), 83.5 (CH, C-1’), 81.1 (OCH), 

80.0 (CH, C-3’), 78.3 (CH, C-2), 78.2 (OCH), 77.9 (OCH), 77.5 (OCH), 76.9 

(OCH), 76.3 (OCH), 73.6 (OCH), 73.5 (OCH), 72.7 (OCH), 72.0 (OCH), 71.9 

(OCH), 71.7 (OCH), 71.2 (OCH), 69.6 (OCH), 69.2 (CH, C-4’), 59.6 (CH3, OCH3-
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1’), 45.4 (CH2), 43.7 (CH, C-3), 40.6 (CH2), 38.4 (CH2), 38.2 (CH2), 33.4 (CH2), 

29.4 (CH2, C-4), 27.3 (CH3), 19.8 (CH3), 19.2 (CH3), 19.1 (CH3), 18.4 (CH3), 18.1 

(CH3), 17.0 (CH3), 8.3 (CH3, CH3-7). - (+)-ESI-MS: m/z = 1107 [M+Na]+ (100). - (-

)-ESI-MS: m/z = 1083 [M-H]-, (100). 

*Die Bezifferung der C-Atome für 20 wurde von S. E. Wohlert et al.44 übernommen. 

Stamm GW 44/1571 

Der Stamm GW 44/1571 aus Teneriffa bildete nach dreitägiger Kultivierung auf 
Agar (M2-Nährmedium) ein weißes Luftmycel, während die Kolonieunterseite dun-
kelrot gefärbt war. Der Agar war rötlichbraun verfärbt. 

Primärscreening 

Der Stamm GW 44/1571 wurde auf M2-Schrägagar, dann auf Agarplatten jeweils 
72 h bei 28 °C inkubiert. Mit diesen Kulturen wurden vier mit je 200 ml M2-
Nährmedium gefüllte 1 l-Schikanekolben beimpft und 72 h bei 28 °C mit 95 Upm 
inkubiert. Das Substrat-Mycel sowie die Nährlösung waren dunkelrot gefärbt. Das 
Lyophilisat der Schüttelkultur wurde mit Ethylacetat extrahiert, wobei man einen 
Rohextrakt von 97.8 mg erhielt, der in das chemische und biologische Screening 
eingesetzt wurde. Bei dem chemischen Screening fielen bei DC (CH2Cl2/10 % 
CH3OH) vier interessante, bei Tageslicht rote Zonen auf (Rf = 0.70 und Rf = 0.64, 
gelb mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ; Rf = 0.48, orange mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ, Rf = 
0.01 – 0.33, stark schleifend). Im biologischen Screening konnten die in Tabelle 22 
dargestellten Aktivitäten gemessen werden. 
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Tabelle 22: Aktivität des Rohextraktes von Streptomyces sp. GW 44/1571. 

Testkeim Hemmhof Ø [mm] 

Escherichia coli 20 
Bacillus subtilis 21 
Streptomyces viridochromogenes (Tü 57) 18 
Candida albicans 0 
Mucor miehei (Tü 284) 0 
Staphylococcus aureus 18 
Chlorella sorokiniana 11 
Chlorella vulgaris 11 
Scenedesmus subspicatus 0 

 

Im Cytotoxizitätstest mit Artemia salina wurde eine Mortalitätsrate von 93 % be-
obachtet. 

Fermentation und Aufarbeitung 

Der Stamm GW 44/1571 wurde von Erdkultur auf sechs Agarplatten (M2-
Nährmedium) überimpft, mit welchen anschließend (nach einer Wachstumsdauer 
von 72 h bei 28 °C) 60 mit je 250 ml M2-Nährmedium gefüllte 1 l-Schikanekolben 
beimpft wurden. Nach dreitägigem Wachstum wurde die Fermentation beendet. So-
wohl das Substrat-Mycel als auch die Nährlösung waren dunkelrot gefärbt. Das 
Nährmedium wurde vom Zellmaterial getrennt, indem man die Kulturbrühe mit Celi-
te versetzte und durch die Filterpresse filtrierte. Das wäßrige Filtrat wurde dreimal 
mit Ethylacetat extrahiert. Der mit Celite vermischte Zellrückstand wurde dreimal in 
Ethylacetat digeriert, 15 min mit Ultraschall behandelt und anschließend filtriert. Die 
organischen Phasen wurden vereinigt, da bei DC keine Unterschiede festzustellen 
waren. Nach Entfernen des Lösungsmittels im Vakuum lag ein dunkelroter Rohex-
trakt von 2.8 g vor. 

Isolierung 

Der Rohextrakt wurde in Methanol gelöst und zweimal mit Cyclohexan extra-

hiert. Die resultierende Methanolphase wurde durch Mitteldrucksäulenchroma-

tographie an Kieselgel getrennt (Säule 25 × 330 mm; Fließmittelgradient: 300 ml 
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CH2Cl2, 250 ml CH2Cl2/5 % EtOAc, 500 ml CH2Cl2/20 % EtOAc, 100 ml CH2Cl2/30 

% EtOAc, 200 ml CH2Cl2/60 % EtOAc, 100 ml EtOAc, 250 ml EtOAc/5 % CH3OH, 

750 ml EtOAc/10 % CH3OH, 200 ml EtOAc/20 % CH3OH). Durch DC-Kontrolle 

(CH2Cl2/10 % CH3OH, Beurteilung des DC bei Tageslicht und nach Reaktion mit 

Anisaldehyd/H2SO4/Δ-Sprühreagenz) unterteilte man in sechs Fraktionen. Fraktion 

1: gelblich bei Tageslicht, Fluoreszenz löschend bei 254 nm, gelb mit Anisalde-

hyd/H2SO4/Δ, Rf = 0.94, 107.8 mg; Fraktionen 2 - 4 und 6: rot, komplexe Substanz-

gemische bei geringer Fraktionsmenge, stark schleifende Zonen bei DC. Fraktion 5: 

stark schleifende, bei Tageslicht rote Zone, blaue Farbreaktion mit NaOH, Rf = 0.01 - 

0.40, Fluoreszenz löschende Zone, Rf = 0.42, 442.7 mg;  

Tabelle 23: Aktivität ausgewählter Fraktionen des Rohextraktes des Stammes GW 44/1571 
(Hemmhof Ø [mm]). 

Testkeim Fraktion 1 Fraktion 2 Fraktion 3 Fraktion 4 Fraktion 5 

Escherichia coli 28 23 25 20 25 

Bacillus subtilis 27 23 21 20 25 
Streptomyces viri-
dochromogenes (Tü 
57) 

20 17 11 17 20 

Staphylococcus au-
reus 23 21 18 18 23 

Chlorella sorokiniana 17 12 0 0 18 
Chlorella vulgaris 15 12 0 0 16 
Scenedesmus subspi-
catus 13 0 0 0 12 

 

Die Fraktion 5 wurde durch PDC an Kieselgel (fünf Platten, 20 × 20 cm, 
CH2Cl2/Aceton/CH3OH = 9: 0.5: 0.5) in drei Unterfraktionen, 5a-5c geteilt, die je-
weils noch Substanzgemische enthielten. Die Fraktion 5c trennte man durch SC an 
Sephadex LH-20 (Säule 25 × 85 cm, CH2Cl2/40 % CH3OH). Man erhielt dabei meh-
rere rote Fraktionen, von welchen durch Reinigung mit PDC an Kieselgel CH2Cl2/5 
% CH3OH) 15.5 mg Cosmomycin A (22) und 4.5 mg Cytorhodin J (25) erhalten 
wurden. 
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Cosmomycin A (22): C40H53NO13 

(755.6), roter Feststoff, blaue Verfärbung 

mit NaOH, Rf = 0.25 (CH2Cl2/10 % 

CH3OH). - 1H-NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 

= 13.83 (s, 1 H, C-OH), 12.63 (s, 1 H, C-

OH), 12.08 (s, 1 H, C-OH), 7.77 (d, 3J = 

7.4 Hz, 1 H, 1-H), 7.66-7.59 (m, 1 H, 2-

H), 7.22-7.18 (m, 1 H, 3-H), 5.48 (s, 1 H, 

1’-H), 5.02 (s, 1 H, CH), 4.91 (s, 1 H, 10-

H), 4.79 (s, 1 H, CH), 4.21-4.15 (m, 1 H, 

CH), 4.02-4.00 (m, 1 H, 4’-H), 3.99-3.97 (m, 2 H, CH), 3.96-3.92 (m, 1 H, 5’-H), 

3.63-3.59 (m, 1 H, CH), 3.58-3.54 (m, 1 H, CH), 3.23-3.13 (m, 1 H, 3’-H), 2.95-2.90 

(m, 1 H, 7-HA), 2.85-2.75 (m, 1 H, 7-HB), 2.67 (s, 3 H, NCH3), 2.53 (s, 3 H, NCH3), 

2.30-2.19 (m, 2 H, 2’-H2), 2.09-1.57 (m, 8 H, 4 × CH2), 2.09-1.95 (m, 1 H, 8-HA), 

1.80-1.62 (m, 3 H, 8-HB, 13-CH2), 1.28 (d, 3J = 6.7 Hz, 3 H, 6’-H3), 1.13 (d, 3J = 6.7 

Hz, 3 H, CH3), 1.10 (d, 3J = 6.7 Hz, 3 H, CH3), 1.06-1.04 (m, 3 H, 14-H3). – 13C-

NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 190.8 (Cq, C-5), 185.7 (Cq, C-12), 162.5 (Cq, C-4), 

158.0 (Cq, C-11),156.3 (Cq, C-6), 141.0 (Cq, C-10a), 136.9 (Cq, C-6a), 136.1 (CH, C-

2), 133.5 (Cq, C-12a), 124.5 (CH, C-3), 119.4 (CH, C-1), 116.0 (Cq, C-4a), 110.8 (Cq, 

C-5a)*, 110.3 (Cq, C-11a)*, 98.6 (CH), 98.3 (CH), 96.3 (CH, C-1’), 74.0 (CH), 72.6 

(CH, C-4’), 71.6 (Cq, C-9), 70.7 (CH, C-10), 68.4 (CH, C-5’), 68.3 (CH), 67.4 (CH), 

66.7 (CH), 61.0 (CH, C-3’), 41.9 (CH3, NCH3), 41.2 (CH3, NCH3), 31.0 (CH2, C-13), 

29.7 (CH2, C-2’) 26.8 (CH2, C-8), 25.8 (CH2), 24.0 (CH2), 23.9 (CH2), 23.6 (CH2), 

20.9 (CH2, C-7), 18.1 (CH3, C-6’), 17.1 (CH3), 16.9 (CH3), 6.6 (CH3, C-14). - (+)-

ESI-MS: m/z (%) = 756 [M+H]+ (100), 528 [M- C12H20O4+H]+ (45), 353 [M- 

C20H36NO7+H]+ (10). – (+)-ESI-MS Tochterionenspektrum (757.1): m/z (%) = 757 

([M+H]+, 1), 643 ([M-Rhodinose+H]+, 12), 528 ([M-Rhodinose-Rhodinose+H]+, 

100); (+)-ESI-Enklelionen-MS (757 528): m/z (%) = 528 ([M-Rhodinose-

Rhodinose+H]+, 2), 353 (M-Rhodinose-Rhodinose-Rhodosamin+H]+, 100). 

*Signale sind austauschbar 
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Cytorhodin J (25): C40H50O15 (770.5), ro-

ter Feststoff, blau mit NaOH, Rf = 0.79 

(CH2Cl2/10 % CH3OH). - 1H-NMR (CDCl3, 

500 MHz): δ = 13.53 (s, 1 H, 6-OH), 12.86 (s, 

1 H, 4-OH), 12.18 (s, 1 H, 11-OH), 7.87 (d, 3J 

= 6.5 Hz, 1 H, 1-H), 7.69 (dd, 3J = 8.6, 3J = 6.5 

Hz, 1 H, 2-H), 7.30 (d, 3J = 8.6 Hz, 1 H, 3-H), 

5.43 (s, 1 H, 1’-H), 5.27 (s br, 1 H, 7-H), 4.86-

4.82 (m, 2 H, 1’’-H, 1’’’-H), 4.28 (s, 1 H, 10-

H), 4.15-4.03 (m, 2 H, 5’-H*, 5’’-H*), 3.95 

(m, 1H, 5’’’-H*), 3.70 (s, 3 H, 10-COOCH3), 3.58 (s, 1 H, 4’-H**), 3.54 (s, 1 H, 4’’-

H**), 3.50 (s, 1 H, 4’’’-H**) 2.39-2.29 (m, 2 H, 8-H), 2.20-2.15 (m, 2 H, CH2), 2.10-

2.02 (m, 2 H, CH2), 1.83-1.70 (m, 6 H, 13-CH2, CH2, CH2), 1.72-1.53 (m, 4 H, 2 x 

CH2), 1.21 (d, 3J = 6.8 Hz, 3 H, CH3), 1.16 (d, 3J = 7.0 Hz, 3 H, CH3), 1.13-1.08 (m, 

6 H, 14-CH3, CH3). - 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 190.9 (Cq, C-5), 186.2 (Cq, 

C-12), 171.5 (Cq, 10-COOCH3), 162.8 (Cq, C-4), 157.1 (Cq, C-6), 157.0 (Cq, C-11), 

137.0 (CH, C-2), 136.3 (Cq, C-10a), 135.7 (Cq, C-6a), 133.6 (Cq, C-12a), 124.8 (CH, 

C-3), 119.6 (CH, C-1), 116.2 (Cq, C-4a), 111.6 (Cq, C-6a/11a), 111.3 (Cq, C-6a/11a), 

101.5 (CH), 99.6 (CH), 99.5 (CH), 75.0 (CH), 74.3 (CH), 71.3 (CH, C-7), 70.6 (CH), 

67.7 (CH), 67.6 (CH), 67.1 (CH), 66.8 (CH), 52.3 (CH3, COOCH3), 52.3 (CH2, C-9), 

33.5 (CH2, C-8), 33.4 (CH2), 32.4 (CHq, C-13), 26.0 (CH2), 24.8 (CH2), 24.7 (CH2), 

24.5 (2×CH2), 17.19 (CH3), 17.15 (CH3), 17.1 (CH3), 6.8 (CH3, C-14). – (+)-ESI-

MS: m/z (%) = 793 [M + Na]+ (100), 413 [M-C18H31O7+H]+ (87). 

*Signale sind austauschbar; **Signale sind austauschbar. 

Marine Streptomyceten 

Die marinen Streptomyceten wurden von E. Helmke zur Verfügung gestellt und 
stammen aus der Sammlung mariner Actinomyceten des Alfred-Wegener-Instituts 
für Polar- und Meeresforschung in Bremerhaven.  
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Stamm B 5546 

Der Stamm bildete nach dreitägiger Kultivierung auf Agarplatte (M2
+-

Nährmedium) ein weißes Luftmycel, während die Kolonieunterseite grau gefärbt 
war. Der Agar war gelblich verfärbt. 

Primärscreening 

Der Stamm B 5546 wurde von M2
+-Schrägagar auf Agarplatten mit dem gleichen 

Nährmedium 72 h bei 28 °C inkubiert. Mit diesen Kulturen wurden vier mit je 200 
ml M2

+/50 %-Seewasser-Nährmedium gefüllte 1 l-Schikanekolben beimpft und 72 h 
bei 28 °C mit 95 Upm inkubiert. Das Substrat-Mycel war beige, das Nährmedium 
war gelbbraun gefärbt. Das Lyophilisat der Kulturbrühe wurde mit Ethylacetat extra-
hiert. Man erhielt einen öligen gelbbraunen Rohextrakt, der für das biologische und 
chemische Screening verwendet wurde. Bei DC (CH2Cl2/10 % CH3OH) fielen neben 
zwei bei Tageslicht gelben Zonen mit Rf = 0.92 und 0.54 (orange mit Anisalde-
hyd/H2SO4/Δ, nach einigen Minuten violett) zwei Fluoreszenz löschende Zonen auf 
(Rf = 0.80, Rf = 0.38).  

Tabelle 24: Aktivität des Rohextraktes von Streptomyces sp. B 5546 im Plattendiffusionstest 
des biologischen Screenings. 

Testkeim Hemmhof Ø [mm] 

Escherichia coli 0 

Bacillus subtilis 0 
Streptomyces viridochromogenes (Tü 57) 0 
Candida albicans 0 
Mucor miehei (Tü 284) 31  
Staphylococcus aureus 0 
Chlorella sorokiniana 10 
Chlorella vulgaris 0 
Scenedesmus subspicatus 0 

 

Fermentation und Aufarbeitung 

Der Stamm B 5546 wurde von der Erdkultur auf Agarplatten mit M2
+/50 %-

Seewassernährmedium überimpft. Mit diesen Kulturen wurden 96 mit je 250 ml 
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M2
+-Nährmedium gefüllte 1 l-Erlenmeyerkolben beimpft und 4 d bei 28 °C mit 95 

Upm auf dem Linearschüttler inkubiert. Der Stamm wuchs unter Bildung von bei-
gem Substrat-Mycel, das Nährmedium war nach drei Tagen braungelb gefärbt. Die 
Schüttelkultur wurde mit der Filterpresse über Celite filtriert. Der so erhaltene Zell-
rückstand wurde dreimal mit Ethylacetat und zweimal mit Aceton digeriert, jeweils 
15 min im Ultraschallbad behandelt und filtriert. Das Filtrat wurde fünfmal mit E-
thylacetat extrahiert. Sämtlich organischen Phasen wurden nach DC-Kontrolle 
(CH2Cl2/10 % CH3OH) vereinigt. Nach Entfernen der Lösungsmittel im Vakuum lag 
ein gelbbrauner Rohextrakt (1.87 g) vor. 

Isolierung 

Der Rohextrakt (1.87 g) wurde in einem Gemisch von CH2Cl2/ CH3OH (200 ml) 
gelöst und durch Vakuum-Säulenchromatographie an Kieselgel mit einem 
CH2Cl2/CH3OH-Gradienten (1.0 l CH2Cl2, 250 ml CH2Cl2/1 % CH3OH, 250 ml 
CH2Cl2/2 % CH3OH, 250 ml CH2Cl2/4 % CH3OH, 1 l CH2Cl2/8 % CH3OH, 250 ml 
CH2Cl2/10 % CH3OH, 250 ml CH2Cl2/20 % CH3OH, 250 ml CH2Cl2/50 % CH3OH 
unter DC-Kontrolle (CH2Cl2/10 % CH3OH, Sprühreagenz Anisaldehyd/H2SO4, Far-
bigkeit bei Tageslicht, Fluoreszenzlöschung) in vier Fraktionen getrennt: Die Frakti-
onen 1 und 2 zeigten keine Auffälligkeiten bei DC bzw. bestanden aus sehr komple-
xen Substanzgemischen mit hierzu sehr geringer Fraktionsmenge. Fraktion 3, gelb 
und orange bei Tageslicht, Fluoreszenz löschend, Rf = 0.54 - 0.96, 210 mg. Fraktion 
4: braun, blau und orange mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ, Fluoreszenz löschend, Rf = 
0.12-0.71, 390 mg. Die Aktivitätsprüfung der Fraktionen 3 und 4 zeigten die in Ta-
belle 25 angegebenen Werte. Fraktion 3 wurde durch PDC an Kieselgel (zwei Platten 
20 × 20 cm, CH2Cl2/5 % CH3OH/5 % Ethylacetat) getrennt. Man erhielt die zwei 
Unterfraktionen 3a und 3b. Dabei zeigte Fraktion 3a bei DC eine bei Tageslicht gel-
be Zone mit Rf = 0.96 und zwei Fluoreszenz löschende Zonen, Rf = 0.78, Rf = 0.48. 
Die Fraktion 3a wurde durch präparative RP-HPLC (mit CH3CN-H2O-Azeotrop/H2O 
= 10/90 beginnen, für 5 min halten, Anstieg auf CH3CN-H2O-Azeotrop/H2O = 100/0 
in 15 min, halten für 10 min, Durchfluß 10.0 ml/min) gereinigt. Aus 3a wurden 3.1 
mg 14,15-Dihydro-rubiflavinon C-2 (27; tR = 2.5 min) isoliert. Fraktion 4 wurde 
durch SC an Sephadex LH-20 (Säule 30 × 800 mm, CH2Cl2/CH3OH = 6: 4) getrennt. 
Dabei erhielt man nach DC-Kontrolle neben weiteren Unterfraktionen komplexer 
Zusammensetzung 6.7 mg Collismycin A (32). 
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Tabelle 25: Aktivität des Rohextraktes des Stammes B 5546 der 24 l-Schüttelkultur sowie 
ausgewählter Fraktionen (Hemmhof Ø [mm]). 

Testkeim Rohextrakt Fraktion 3 Fraktion 4 

Escherichia coli 15 12 15 

Bacillus subtilis 12 12 12 
Streptomyces viridochro-
mogenes (Tü 57) 

20 24 18 

Candida albicans 14 12 12 
Mucor miehei (Tü 284) 20 15 0 
Staphylococcus aureus 18 15 10 
Chlorella sorokiniana 12 11 0 
Chlorella vulgaris 11 10 0 
Scenedesmus subspicatus 14 11 0 

 

14,15-Dihydro-rubiflavinon C-2 (27): C24H20O5 
(388.1), gelber Feststoff, rot mit NaOH, Rf = 0.96 
(CH2Cl2/10 % CH3OH). UV (MeOH): λmax = 239 nm, 
267, 415. - 1H-NMR (CDCl3, 600 MHz): δ = 12.94 (s, 
1 H, 12-OH), 8.03 (s, 1 H, 6-H), 7.80 (dd, 3J = 7.3 Hz, 
4J = 1.2 Hz, 1 H, 8-H), 7.66 (dd, 3J = 7.3 Hz, 3J = 8.6 
Hz, 1 H, 9-H), 7.34 (dd, 3J = 8.6 Hz, 4J = 1.2 Hz, 1 H, 10-H), 6.22 (s, 1 H, 3-H), 
5.56-5.51 (m, 1 H, 18-H), 5.41-5.36 (m, 1 H, 17-H), 3.00 (s, 3 H, 13-H3), 2.84 (q, 3J 
= 7.0 Hz, 1 H, 14-H), 2.74-2.69 (m, 1 H, 16-HA), 2.52-2.47 (m, 1 H, 16-HB), 1.58 (d, 
3J = 6.7 Hz, 3 H, 19-H), 1.42 (d, 3J = 7.0 Hz, 3 H, 15-H). – 13C-NMR (CDCl3, 125 
MHz): δ = 187.3 (C-12), 182.0 (C-7), 179.3 (C-4), 172.4 (C-2), 162.6 (C-11), 156.7 
(C-12b), 149.7 (C-4a), 136.3 (C-9), 135.9 (C-12a), 132.3 (C-7a), 126.7 (C-18), 126.6 
(C-17), 126.5 (C-6a), 125.5 (C-6), 125.3 (C-10), 119.7 (C-5), 119.3 (C-8), 116.8 (C-
11a), 111.3 (C-3), 39.0 (C-14), 31.5 (C-16), 24.2 (C-13), 17.7 (C-15), 12.9 (C-19). - 
H,H-COSY (CDCl3, 599.7 MHz) (H ↔ H): 8–H ↔ 9-H; 9-H ↔ 10-H; 15-H ↔ 14-
H; 14-H ↔ 16-H; 16-H, ↔ 17-H; 17-H ↔ 18-H; 18-H ↔ 19-H. - HMBC-NMR (in-
verses COLOC, CDCl3, GHMQC_DA, F1 125 MHz, F2 600 MHz) (H → C): 3-H, 
14-H 2J → C-2; 3-H, 13-H 3J → C-4a; 13-H, 6-H 2J → C-5; 13-H 3J → C-6; 13-H 4J 
→ C-6a; 13-H 4J → C-12b, 6-H 2J → C-6a; 6-H, 8-H 3J → C-7; 6-H 3J → C-13; 6-H 
4J → C-12; 8-H 3J → C-10; 8-H, 10-H 3J → C-11a; 9-H 2J → C-8; 9-H, 11-OH 2J → 
C-10; 9-H 3J → C-7a; 10-H 2J → C-9; 10-H 3J → C-8; 11-OH 2J → C-11a; 14-H 3J 
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→ C-3; 14-H 3J → C-17; 15-H, 16-H 2J → C-14; 15-H, 16-H 3J → C-2; 15-H 3J → 
C-16; 16-H 3J → C-15. – (-) ESI-MS: m/z (%) = 797 [2M-2H+Na]- (100), 387 ([M-
H]-, 14).– EI-MS (70 eV): m/z (%) = 388 [M]+ (39), 334 (52), 281 (100), 197 (9), 139 
(11), 72 (41), 59 (80), 43 (42). 

Collismycin A (32): C13H13N3O2S (275.1), farblose, na-

delförmige Kristalle, nicht löslich in CH3OH, rot mit FeCl3-

Sprühreagenz, gelb mit PdCl2-Sprühreagenz bereits in der 

Kälte, bei Erhitzen für 10-20 min bei 110 °C unverändert, 

violett mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ, weiß fluoreszierend bei 366 nm, Fluoreszenz lö-

schend bei 254 nm, Rf = 0.82, schleifend (CH2Cl2/10 % CH3OH). - 1H-NMR (CDCl3, 

500 MHz): δ = 9.71 (s br, 1 H, NOH), 9.09 (s, 1 H, 7-H), 8.65 (dd, 3J = 4.9 Hz, 3J = 

1.1 Hz, 6’-H), 8.52 (d, 3J = 7.9 Hz, 1 H, 3’-H), 8.03 (s, 1 H, 3-H), 7.84 (ddd, 2 x 3J = 

7.9 Hz, 4J = 1.9 Hz, 1 H, 4’-H), 7.32 (ddd, 3J = 7.6 Hz, 4J = 4.8 Hz, 5J = 1.1 Hz, 1 H, 

5’-H), 4.11 (s, 3 H, 8-OCH3), 2.36 (s, 3 H, 9-SCH3). – 13C-NMR (CDCl3, 75 MHz): δ 

= 167.3 (Cq, C-4), 157.4 (Cq, C-2), 155.1 (Cq, C-2’), 152.5 (Cq, C-6), 148.9 (CH, C-

6’), 147.8 (CH, C-7), 137.2 (CH, C-4’), 124.3 (CH, C-5’), 122.1 (Cq, C-5), 121.8 

(CH, C-3’), 103.7 (CH, C-3), 56.4 (CH3, C-8), 18.5 (CH3, C-9). – (+)-ESI-MS m/z 

(%) = 573 [2M+Na]+ (63), 298 [M+Na]+ (16), 276 [M+H]+ (100). 

Stamm B 6278 

Der marine Streptomycet bildete nach dreitägiger Kultivierung auf Agarplatte 
(M2

+-Nährmedium) ein weißes Luftmycel, während die Kolonieunterseite orange-
braun gefärbt war. Der Agar war dunkelbraun verfärbt. 

Primärscreening 

Der Stamm B 6278 wurde auf M2-/50 % Seewasser-Schrägagar, dann auf Agar-
platten jeweils 72 h bei 28 °C inkubiert. Mit diesen Kulturen wurden vier mit je 200 
ml M2-Nährmedium (50 % Seewasser) gefüllte 1 l-Schikanekolben beimpft und 72 h 
bei 28 °C mit 95 Upm inkubiert. Das Substrat-Mycel war blaßrosa gefärbt, die Nähr-
lösung war dunkelbraun. Die Schüttelkultur wurde lyophilisiert und anschließend mit 
Ethylacetat extrahiert. Man erhielt 220 mg eines dunkelbraunen Rohextraktes, der für 
das biologische, pharmakologische sowie chemische Screening verwendet wurde. 
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Bei DC (CH2Cl2/10 % CH3OH) fielen verschiedene gelbe und orange Zonen bei Ta-
geslicht auf (Rf = 0.30 Rf = 0.47, Rf = 0.77, Rf = 0.8; alle braun mit Anisalde-
hyd/H2SO4/Δ und rotviolett nach Behandlung mit Natronlauge), eine bei Tageslicht 
rote Zone (Rf = 0.73) sowie Fluoreszenz löschende Zonen (254 nm) (Rf = 0.23, Rf = 
0.67). Im Cytotoxizitätstest mit Artemia salina wurde eine Mortalitätsrate von 11 % 
ermittelt. 

Tabelle 26: Aktivität des Rohextraktes von Streptomyces sp. B 6278 

Testkeim Hemmhof Ø [mm] 

Escherichia coli 13 
Bacillus subtilis 12 
Streptomyces viridochromogenes (Tü 57) 20 
Candida albicans 13 
Mucor miehei (Tü 284) 14 
Staphylococcus aureus 0 
Chlorella sorokiniana 0 
Chlorella vulgaris 11 
Scenedesmus subspicatus 20 

Fermentation und Aufarbeitung 

Der Stamm B 6278 wurde auf drei Agarplatten (M2
+-Nährmedium, 50 % Seewas-

ser) 72 h bei 28 °C inkubiert. Mit diesen Kulturen wurden acht mit je 250 ml M2
+-

Nährmedium gefüllte 1 l Schikanekolben beimpft und 72 h bei 28 °C mit 95 Upm 
inkubiert. Der Stamm bildete ein weißes Substrat-Mycel, das Medium war braun-
orange gefärbt. Mit dieser Vorkultur erfolgte eine 20 l-Fermenteranzucht für 3 d bei 
28 °C mit einer Rührgeschwindigkeit von 200 Upm, einem Belüftungsvordruck von 
0.5 atm und einem pH-Wert von 7.00 ± 1.25 (reguliert über 2 N NaOH, 2 N HCl). 
Eine Schaumbildung wurde durch regulierte Zugabe von ca. 10 ml Niax (10proz. 
ethanolische Lösung) verhindert. Im Anschluß wurde die Kulturbrühe über Celite 
filtriert. Das wäßrige Filtrat wurde dreimal mit Ethylacetat extrahiert, der mit Celite 
vermischte Zellrückstand dreimal in Ethylacetat digeriert und jeweils für 15 min im 
Ultraschall belassen und anschließend filtriert. Die organischen Phasen wurden ver-
einigt und das Lösungsmittel im Vakuum bei 40 °C abgedampft. Man erhielt 9.0 g 
eines orangebraunen Rohextraktes.  
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Isolierung 

Der Rohextrakt wurde durch Mitteldrucksäulenchromatographie an Kieselgel 

(Säule 25 × 400 mm) mit einem Cyclohexan/ Ethylacetat/ Methanol-Gradienten (1.0 

l cHexan /10 % EtOAc, 500 ml cHexan/15 % EtOAc, 1.0 l cHexan /25 % EtOAc, 

500 ml cHexan /40 % EtOAc, 500 ml cHexan /50 % EtOAc, 1.5 l cHexan /60 % E-

tOAc, 500 ml cHexan /80 % EtOAc, 500 ml EtOAc, 700 ml EtOAc/7 % CH3OH, 

400 ml EtOAc/50 % CH3OH) in sechs Fraktionen getrennt. Die Trennung erfolgte 

unter DC-Kontrolle (Fraktionen 1-4: (CHCl3/10 % CH3OH; Fraktionen 5-7: 

(CHCl3/20 % CH3OH), wobei als Trennkriterien neben der Farbigkeit der DC-Zonen 

bei Tageslicht auch Fluoreszenzlöschung bei 254 nm und das Anfärbeverhalten mit 

Anisaldehyd/H2SO4/Δ diente. Fraktion 1: farblos bei Tageslicht, violette und braune 

Zonen nach Reaktion mit Anisaldehyd/H2SO4-Sprühreagenz, Rf = 0.53 – 0.97, 3.5 g; 

Fraktion 2: gelb, komplexes Substanzgemisch; Fraktion 3: Fluoreszenz löschende 

Zonen, rötliche und gelborange Zonen bei Tageslicht, mit Natronlauge rötlichviolette 

Farbreaktion (Rf = 0.13), braun mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ, Rf = 0.03 – 0.33, 2.2 g; 

Fraktionen 4-6: gelborange Zonen bei Tageslicht, braun mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ, 

schleifend, komplexe Substanzgemische. Hiernach ausgewählte Fraktionen wurden 

zudem durch biologisches Screening bewertet (siehe Tabelle 27). 

Tabelle 27: Aktivitäten der Fraktionen 2 – 5 des Rohextraktes (I) von Streptomyces sp. B 
6278 

Testkeim Fraktion 2 Fraktion 3 Fraktion 4 Fraktion 5 

Escherichia coli 17 20 20 19 
Bacillus subtilis 18 20 17 16 
Streptomyces viridochromoge-
nes(Tü 57) 

0 20 0 0 

Candida albicans 0 11 0 0 
Mucor miehei (Tü 284) 0 11 0 0 
Staphylococcus aureus 15 20 15 16 
Chlorella sorokiniana 0 0 0 0 
Chlorella vulgaris 0 0 0 0 
Scenedesmus subspicatus 0 0 0 0 
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Aus der Sephadex-Fraktion 3 der Fraktion 1 wurde das Disaccharid (41) erhalten. 
Die Kieselgel-Fraktion 3 wurde durch PDC an Kieselgel (sechs Platten, 20 × 40 mm, 
CHCl3/5 % CH3OH) in drei Unterfraktionen getrennt. Die Fraktionen 3a-c wurden 
jeweils durch präparative RP-HPLC gereinigt bzw. in weitere Fraktionen getrennt. 
(HPLC-Gradient 3a: CH3CN-H2O-Azeotrop/H2O = 10/90 beginnen, für 10 min hal-
ten, Anstieg auf CH3CN-H2O-Azeotrop/H2O = 100/0 in 15 min, halten für 10 min, 
Durchfluß 10.0 ml/min; 3b: mit mit CH3CN-H2O-Azeotrop/H2O = 5/95 beginnen, 
Anstieg auf CH3CN-H2O-Azeotrop/H2O = 20/80 in 25 min, Anstieg auf CH3CN-
H2O-Azeotrop/H2O = 100/0 in 0,1 min, halten für 10 min, Durchfluß 10.0 ml/min 3c: 
mit CH3CN-H2O-Azeotrop/H2O = 10/90 beginnen, für 10 min halten, Anstieg auf 
CH3CN-H2O-Azeotrop/H2O = 100/0 in 15 min, halten für 10 min, Durchfluß 10.0 
ml/min). Dabei konnten aus Fraktion 3a 25.4 mg der Verbindung A-7884 (35; tR = 
13.7 min) isoliert werden. Fraktion 3b enthielt 3.2 mg Fridamycin D (37; tR = 23.2 
min). Fraktion 3c ergab zwei Unterfraktionen: 3c’und 3c’’ sowie 9.6 mg Rabelomy-
cin (38; tR = 24.3 min). Die Fraktion 3c’ wurde durch RP-HPLC (mit CH3CN-H2O-
Azeotrop/H2O = 30/70 beginnen, Anstieg auf CH3CN-H2O-Azeotrop/H2O = 50/50 in 
25 min, Anstieg auf CH3CN-H2O-Azeotrop/H2O = 100/0 in 0,1 min, halten für 10 
min, Durchfluß 10.0 ml/min) gereinigt, wodurch man 17.1 mg Vineomycin C (36; tR 
= 15.4 min) erhielt. Die Trennung der Fraktion 3c’’ durch SC an Sephadex LH-20 
(Säule 30 × 700 mm, CHCl3/40 % CH3OH) lieferte 6.0 mg Mutabahamycin (40; tR = 
22.1 min). 

A-7884 (35): C37H42O14 

(710.5), gelboranger Feststoff, rote 

Farbreaktion mit NaOH, Rf = 0.53 

(CH2Cl2/10 % CH3OH). – 1H-

NMR (CDCl3, 300 MHz): δ = 

12.27 (s, 1 H, 8-OH), 7.88 (d, 3J = 

7.9 Hz, 1 H, 10-H), 7.61 (d, 3J = 7.9 Hz, 1 H, 11-H), 6.89 (d, 3J = 9.8 Hz, 1 H, 6-H), 

6.88 (dd, 3J = 10.2 Hz, 3J = 3.4 Hz, 1 H, 2’’’-H), 6.40 (d, 3J = 9.8 Hz, 1 H, 5-H), 6.11 

(d, 3J = 10.2 Hz, 1 H, 3’’’-H), 5.27 (d, 3J = 3.4 Hz, 1 H, 1’’’-H), 4.99 (s, 1 H, 1’’’-H), 

4.86 (d, 3J = 10.1 Hz, 1 H, 1’-H), 4.58 (q, 3J = 6.6 Hz, 1 H, 5’’’-H), 4.24 (dq, 3J = 6.8 

Hz, 3J = 1.1 Hz, 1 H, 5’-H), 3.81 (ddd, 3J = 13.2 Hz, 3J = 7.9 Hz, 3J = 5.2 Hz, 1 H, 

3’-H), 3.55 (s, 1 H, 4’’-H), 3.72 (dd, 3J = 9.0 Hz, 3J = 6.0 Hz, 1 H, 5’’-H), 3.06 (t, 3J 
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= 8.7 Hz, 1 H, 4’-H), 2.94 (dd, 3J = 13.2 Hz, 3J = 3.1 Hz, 1 H, 2-HA), 2.62 (d, 3J = 

13.2 Hz, 1 H, 2-HB), 2.51 (ddd, 3J = 13.2 Hz, 3J = 5.3 Hz, 3J =1.5 Hz, 1 H, 2’-H), 

2.26 (dd, 3J = 15.1 Hz, 3J = 2.6 Hz, 1 H, 4-HA), 2.11 (d br, 3J = 9.4 Hz, 2 H, 2’’-H2), 

1.96 (m, 2 H, 3’’-H2), 1.84 (d, 3J = 15.1 Hz, 1 H, 4-HB), 1.39 (d, 3J = 6.8 Hz, 3 H, 

6’’’-H3), 1.37 (d, 3J = 6.0 Hz, 3 H, 6’’-H3), 1.29 (s, 3 H, 13-H3), 1.27 (d, 3J = 6.8 Hz, 

3 H, 6’-H3). – 13C-NMR (CDCl3, 75 MHz): δ = 204.9 (Cq, C-1), 196.6 (Cq, C-4’’’), 

187.9 (Cq, C-7), 182.0 (Cq, C-12), 158.1 (Cq, C-8), 144.3 (CH, C-5), 142.7 (CH, C-

2’’’), 138.72 (Cq, C-12a)*, 138.67 (Cq, C-9)*, 138.1 (Cq, C-6a), 133.7 (CH, C-10), 

130.2 (Cq, C-11a), 127.5 (CH, C-3’’’), 119.8 (CH, C-11), 117.5 (CH, C-6), 113.9 

(Cq, C-7a). 99.5 (CH, C-1’’), 95.3 (CH, C-1’’’), 88.9 (CH, C-4’), 80.5 (Cq, C-4a), 

76.2 (Cq, C-12b)*, 76.1 (Cq, CH, C-3, C-4’’)*, 74.4 (CH, C-5’’), 71.4 (CH, C-3’), 

71.0 (CH, C-1’), 70.6 (CH, C-5’’’), 67.8 (CH, C-5’), 52.1 (CH2, C-2), 43.2 (CH2, C-

4), 38.7 (CH2, C-2’), 30.2 (CH3, C-13), 25.1 (CH2, C-2’’), 24.3 (CH2, C-3’’), 18.4 

(CH3, C-6’’), 17.0 (CH3, C-6’), 15.1 (CH3, C-6’’’). - (+)-ESI-MS: m/z (%) = 1443 

[2M + Na]+ (45), 1123 (50)**, 733 [M + Na]+ (100), 413 (48)**. 

*Signale sind austauschbar, ** Verunreinigung? 

Vineomycin C (36): 

C37H42O14 (710.4), gelber 

Feststoff, rote Farbreaktion 

mit NaOH, Rf = 0.55 

(CH2Cl2/10 % MeOH). – 
1H-NMR (CDCl3, 500 

MHz): δ = 12.91 (s, 1 H, 1-OH), 12.86 (s, 1 H, 5-OH), 7.82 (d, 3J = 7.9 Hz, 1 H, 7-

H), 7.67 (d, 3J = 7.8 Hz, 1 H, 8-H), 7.53 (d, 3J = 7.6 Hz, 1 H, 4-H), 7.47 (d, 3J = 7.8 

Hz, 1 H, 3-H), 6.87 (dd, 3J = 10.0 Hz, 3J = 3.4 Hz, 1 H, 2’’’-H), 6.10 (d, 3J = 10.0 

Hz, 1 H, 3’’’-H), 5.24 (d, 3J = 3.4 Hz, 1 H, 1’’’-H), 4.99 (s, 1 H, 1’’-H), 4.82 (d, 3J = 

11.5 Hz, 1 H, 1’-H), 4.55 (q, 3J = 6.7 Hz, 1 H, 5’’’-H), 4.25 (q, 3J = 6.3 Hz, 1 H, 5’’-

H), 3.89 (ddd, 3J = 11.5 Hz, 3J = 8.3 Hz, 3J = 5.4 Hz, 1 H, 3’-H), 3.70 (s br, 1 H, 4’’-

H), 3.54 (dq, 3J = 9.1 Hz, 3J = 6.1 Hz, 1 H, 5’-H), 3.11 (m, 2 H, 11-HA, 4’-H), 2.76 

(m, 1 H, 11-HB), 2.64 (m, 2 H, 2’-HA), 2.56 (dAB, 2J = 15.7 Hz, 1 H, 13-HA), 2.52 
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(dAB, 2J = 15.7 Hz, 1 H, 13-HB), 2.09 (m, 2 H, 2’’-HA, 3’’-HA), 1.94 (m, 1 H, 3’’-HB), 

1.68 (m, 1 H, 2’’-HB), 1.47 (dd, 3J = 11.5 Hz, 2J = 14.5 Hz, 1 H, 2’-HB), 1.36 (d, 3J = 

6.1 Hz, 3 H, 6’-H3), 1.39 (d, 3J = 6.7 Hz, 3 H, 6’’’-H3), 1.26 (d, 3J = 6.3 Hz, 3 H, 6’’-

H3), 1.21 (s, 3 H, 15-H3). – 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 196.6 (Cq, C-4’’’), 

187.5 (Cq, C-9), 187.3 (Cq, C-10), 174.7 (Cq, C-14), 161.1 (Cq, C-1), 158.7 (Cq, C-5), 

142.8 (CH, C-2’’’), 139.2 (CH, C-3), 138.3 (Cq, C-6), 134.3 (Cq, C-2), 133.1 (CH, C-

7), 131.4 (2 Cq, C-4a, C-8a), 127.4 (CH, C-3’’’), 119.4 (CH, C-8), 118.6 (CH, C-4), 

115.0 (Cq, C-10a), 115.3 (C-9a), 99.4 (CH, C-1’’), 95.2 (CH, C-1’’’), 88.5 (CH, C-

4’), 76.1 (CH, C-4’’), 74.4 (CH, C-5’), 71.8 (Cq, C-12), 71.6 (CH, C-3’), 71.0 (CH, 

C-1’), 70.6 (CH, C-5’’’), 67.9 (CH, C-5’’), 45.2 (CH2, C-13), 40.1 (CH2, C-11), 38.1 

(CH2, C-2’), 26.9 (CH3, C-15), 25.0 (CH2, C-2’’), 24.3 (CH2, C-3’’), 18.4 (CH3, C-

6’), 16.9 (CH3, C-6’’), 15.1 (CH3, C-6’’’). - (-)-ESI-MS: m/z (%) = 710 [M]- (94). - 

(+)-ESI-MS: m/z (%) = 1443 [2M+Na]+ (51), 733 [M+Na]+ (100). 

Fridamycin D (37): 

C31H32O12 (596.5), gelber 

Feststoff, rote Farbreaktion mit 

NaOH, Rf = 0.79 (CH2Cl2/10 % 

MeOH).-1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 13.27 (s, 1 H, 1-OH), 13.04 (s, 1 H, 5-

OH), 7.88 (d, 3J = 7.6 Hz, 1 H, 3-H), 7.81 (d, 3J = 7.6, 1 H, 8-H), 7.76 (d, 3J = 7.1 

Hz, 1 H, 4-H), 7.62 (d, 3J = 7.1 Hz, 1 H, 3-H), 5.17 (d, 3J = 2.6 Hz, 1 H, 1’’-H), 4.97 

(d, 3J = 11.2 Hz, 1 H, 1’-H), 4.72 (q, 3J = 6.6 Hz, 1 H, 5’’-H), 4.33 (d, 3J = 2.6 Hz, 1 

H, 2’’-H), 3.81 (m, 1 H, 3’-H), 3.56 (m, 1 H, 5’-H), 3.49 (dd, 3J = 9.5 Hz, 3J = 8.8 

Hz, 1 H, 4’-H), 3.09, 3.01 (2d, 2JA,B= 13.5 Hz, 2 H, 11-H2), 2.63 (d br, 3J = 2.6 Hz, 2 

H, 3’’-H2), 2.58 (s, 2 H, 13-H2), 2.46 (m, 1 H, 2’-H2a), 1.50 (m, 1 H, 2’-H2b), 1.40 (d, 
3J = 5.9 Hz, 3 H, 6’-H3), 1.36 (d, 3J = 6.6 Hz, 3 H, 6’’-H3), 1.31 (s, 3 H, 15-H3). - 
13C-NMR (CDCl3, 75 MHz): δ = 207.7 (Cq, C-4’’), 187.9 (Cq, C-9), 187.9 (Cq, C-

10), 175.9 (Cq, C-14), 161.1 (Cq, C-1), 158.9 (Cq, C-5), 139.5 (CH, C-3), 137.9, (Cq, 

C-6), 134.1 (Cq, C-2), 133.3 (CH, C-7), 131.9 (Cq, C-8a)*, 131.8 (Cq, C-4a)*, 119.4 

(CH, C-8), 119.1 (CH, C-4), 115.4 (Cq, C-10a), 115.4 (Cq, C-9a), 91.4 (CH, C-1’’), 

77.7 (CH, C-5’’), 76.8 (CH, C-3’), 74.6 (CH, C-5’), 74.5 (CH, C-4’), 72.0 (Cq, C-

12), 71.5 (CH, C-1’), 71.1 (CH, C-2’’), 44.7 (CH2, C-13), 40.9 (CH2, C-11), 40.0 
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(CH2, C-3’’), 36.6 (CH2, C-2’), 27.2 (CH3, C-15), 17.5 (CH3, C-6’), 16.1 (CH3, C-

6’’). - (-)-ESI-MS: m/z (%) = 1192.5 [2M-H]- (2), 595.5 [M-H]- (27).  

*Signale sind austauschbar 

Rabelomycin (38): C19H14O6 (338.1), gelber Feststoff, 

grau mit Anisaldehyd/Schwefelsäure, rote Farbreaktion mit 

NaOH, Rf = 0.55 (CH2Cl2/10 % MeOH). – 1H-NMR 

(CDCl3, 300 MHz): δ = 12.26 (s, 1 H, 6-OH), 11.62 (s, 1 H, 

8-OH), 7.70-7.60 (m, 2 H, 9-H, 10-H), 7.27-7.23 (m, 1 H, 11-H), 6.97 (s, 1 H, 5-H), 

3.07 (s, 2 H, 2-CH2), 2.98 (d, 2J = 7.9 Hz, 2 H, 2-CH2), 1.48 (s, 3 H, CH3). - 13C-

NMR (CDCl3, 75 MHz): δ = 196.2 (Cq, C-1), 192.5 (Cq, C-7), 183.2 (Cq, C-12), 

163.7 (Cq, C-6), 162.0 (Cq, C-6), 150.7 (Cq, C-4a), 137.8 (Cq, C-11a), 137.8 (CH, C-

10), 135.4 (Cq, C-12a), 128.9 (Cq, C-12b), 124.0 (CH, C-9), 122.0 (CH, C-11), 120.0 

(CH, C-5), 116.8 (Cq, C-7a), 115.0 (Cq, C-6a), 72.1 (Cq, C-3), 53.8 (CH2, C-2), 44.2 

(CH2, C-4), 30.0 (CH3). – EI-MS (70 eV): m/z (%) = 338 [M]+ (10), 320 [M-H2O]+ 

(100), 310 (41), 280 (79), 91 (23), 57 (16). – DCI-MS (NH3): m/z (%) = 373 

[M+NH4+NH3]+ (3), 356 [M+NH4]+ (17), 339 [M+H]+ (100). 

Mutabahamycin (40): 

C43H50O17 (838.0), oranger 

Feststoff, rote Farbreaktion mit 

NaOH, Rf = 0.79 (CH2Cl2/10 % 

CH3OH) - UV (CH3Cl3): λmax = 

230 nm, 259, 294, 439.- IR 

(KBr): ν = 3427, 2925, 2855, 2362, 1734, 1629, 1431, 1374, 1259, 1077, 806, 470 

cm-1. - 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 13.24 (s, 1 H, 1-OH), 13.03 (s, 1 H, 5-OH), 

7.87 (d, 3J = 8.0 Hz, 1 H, 7-H), 7.80 (d, 3J = 8.0 Hz, 1 H, 8-H), 7.75 (d, 3J = 6.8, 1 H, 

4-H), 7.62 (d, 3J = 6.8 Hz, 1 H, 3-H), 6.86 (dd, 3J = 10.0 Hz, 3J = 3.2 Hz, 1 H, 2’’’’-

H), 6.07 (d, 3J = 10.0 Hz, 1 H, 3’’’’-H), 5.21 (d, 3J = 3.2 Hz, 1 H, 1’’’’-H), 5.17 (d, 3J 

= 2.2 Hz, 1 H, 1’’-H), 4.96 (d, 3J =1.5 Hz, 1 H, 1’-H), 4.82 (s, 1 H, 1’’’-H), 4.72 (q, 
3J = 6.7 Hz, 1 H, 5’’-H), 4.56 (q, 3J = 6.6, 1 H, 5’’’’-H), 4.32 (d, 3J = 2.2 Hz, 1 H, 
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2’’-H), 3.93 (q, 3J = 6.7 Hz, 1 H, 5’’’-H), 3.80 (m, 1 H, 3’-H), 3.59 (m, 1 H, 4’’’-H), 

3.55 (m, 1 H, 5’-H), 3.46 (m, 1 H, 4’-H), 3.09 (d, 2J = 3.00 Hz, 1 H, 11-HA), 3.01 (d, 
2J = 3.0 Hz, 1 H, 11-HB), 2.64 (m, 2 H, 3’’-H2), 2.69-2.60 (m, 2 H, 4’’-H2), 2.58 (s, 2 

H, 13-H2), 2.47 (d br, 2J =12.4 Hz 1 H, 2’-HA’), 2.10-1.80 (m, 2 H, 3’’’-H2), 1.60-

1.45 (m, 2 H, 2’’’-H; 1 H, 2’-HB’), 1.39 (d, 3J = 5.9, 3 H, 6’-H3), 1.36 (d, 3J = 6.6 Hz, 

3 H, 6’’-H3), 1.35 (d, 3J = 6.6 Hz, 3 H, 6’’’’-H3), 1.23 (s, 3 H, 15-H3), 1.16 (d, 3J = 

6.6 Hz, 3 H, 6’’’-H3). – 13C-NMR (CDCl3, 75 MHz): δ = 207.8 (C-4’’), 197.2 (C-

4’’’’), 189.0 (C-9), 188.2 (C-10), 161.0 (C-1), 158.9 (C-5), 143.1 (C-2’’’’), 139.5 (C-

3), 138.0 (C-6), 134.1 (C-2), 133.4 (C-7), 132.0 (C-4a), 131.9 (C-8a), 127.4 (C-

3’’’’), 119.5 (C-8), 119.1 (C-4), 115.8 (C-9a), 115.5 (C-10a), 96.6 (C-1’’’), 95.4 (C-

1’’’’), 91.4 (C-1’’), 77.7 (C-5’’), 76.79 (C-3’), 76.76 (C-4’’’), 74.6 (C-4’), 74.7 (C-

5’), 72.1 (C-12), 71.5 (C-1’), 71.2 (C-2’’), 70.5 (C-5’’’’), 65.8 (C-5’’’), 44.7 (C-13), 

41.1 (C-11, C-3’’), 36.6 (C-2’), 29.7 (C-15), 24.7 (C-3’’’), 24.4 (C-2’’’), 17.5 (C-6’), 

17.2 (C-6’’’), 16.1 (C-6’’), 15.1 (C-6’’’’), (COOH, C-14, Signal ist nicht sichtbar). - 

H,H-COSY (CDCl3, 500 MHz) (H↔H): 3-H ↔ 4-H; 7-H ↔ 8-H; 1’-H ↔ 2’-Hb; 2’-

Hb ↔ 3’-H; 3’-H ↔ 4’-H; 4’-H ↔ 5’-H; 5’-H ↔ 6’-H; 1’’-H ↔ 2’’-H; 2’’-H ↔ 3’’-

H, 5’’-H ↔ 6’’-H; 1’’’-H ↔ 2’’’-H; 2’’’-H ↔ 3’’’-H; 3’’’-H ↔ 4’’’-H; 5’’’-H ↔ 

6’’’-H; 1’’’’-H ↔ 2’’’’-H; 2’’’’-H ↔ 3’’’’-H; 5’’’’-H ↔ 6’’’’-H. - HMBC-NMR 

(inverses COLOC, CDCl3, GHMQC_DA, F1 75 MHz, F2 500 MHz) (H → C): 1-OH 
2J → C-2; 1-OH 2J → C-9a; 3-H, 11-H 3J → C-1; 3-H 3J → C-4a; 4-H 3J → C-2; 4-

H 3J → C-9a; 4-H 3J → C-10; 5-OH 2J → C-10a; 5-OH, 1’-H 2J → C-6; 7-H 3J → 

C-5; 7-H 3J → C-8a; 7-H 4J → C-10a; 8-H 3J → C-6; 8-H 3J → C-9; 8-H 3J → C-

10a; 11-H, 13-H 2J → C-12; 11-H 3J → C-3; 13-H, 3’’’-H 3J → C-1’’’; 1’-H 3J → 

C-7; 2’-Ha, 2’-Hb, 4’-H 2J → C-3’; 2’-Ha, 2’-Hb 3J → C-4’; 4’-H 2J → C-5’; 4’-H 
3J → C-6’, 5’-H, 1’’-H 2J → C-4’; 5’-H 3J → C-3’; 1’’-H, 3’’-H 2J → C-2’’; 1’’-H 
2J → C-5’; 2’’-H 3J → C-4’’; 3’’-H, 2’’-H 2J → C-4’’; 3’’-H 3J → C-1’’; 5’’-H 2J → 

C-1’’; 1’’’-H, 6’’’-H 2J → C-5’’’; 2’’’-H 4J → C-6’’’; 3’’’-H 2J → 2’’’-H; 5’’’-H, 

1’’’-H 2J → C-4’’’; 5’’’-H 2J → C-6’’’; 6’’’-H 2J → C-5’’’; 6’’’-H 3J → C-4’’’; 

1’’’’-H 2J → C-2’’’’; 1’’’’-H, 6’’’’-H 2J → C-5’’’’; 1’’’’-H 3J → C-3’’’’; 2’’’’-H 2J 

→ C-1’’’’; 2’’’’-H, 6’’’’-H 3J → C-4’’’’; 3’’’’-H, 6’’’’-H 3J → C-1’’’’; 3’’’’-H 3J → 

C-5’’’’; 5’’’’-H 2J → C-4’’’’; 5’’’’-H 2J → C-6’’’’. - (-)ESI-MS: m/z (%) = 838.0 

[M-H]- (12). 
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6-(6-Ethoxy-2-methyltetrahydropyran-3-yloxy)-6H-pyran-3-on (41): 

C14H22O5 (270), weißer Feststoff – 1H-NMR (CDCl3, 

400 MHz): δ = 6.88 (dd, 3J = 3.5 Hz, 3J = 10.2 Hz, 1 H, 

2-H), 6.09 (d, 3J = 10.2 Hz, 1 H, 3-H), 5.23 (d, 3J = 3.4 

Hz, 1 H, 1-H), 4.84 (br s, 1 H, 1’-H), 4.59 (q, 3J = 6.8 

Hz, 1 H, 5-H), 3.94 (dq, 3J = 1.3 Hz, 3J =  6.6 Hz, 1 H, 5’-H), 3.69-3.74 (m, 1 H, 1’’-

HA), 3.68 (s br, 1 H, 4’-H), 3.44-3.58 (m, 1 H, 1’’-HB), 1.82-2.17 (m, 4 H, 2’-H2, 3’-

H2), 1.38 (d, 3J = 6.8 Hz, 3 H, 6-H3), 1.28 (t, 3J = 6.8 Hz, 3 H, 2’’-H3), 1.17 (d, 3J = 

6.6 Hz, 3 H, 6’-H3). – 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz): δ = 196.9 (Cq, C-4), 143.1 (CH, 

C-2), 127.3 (CH, C-3), 96.6 (CH, C-1’), 95.4 (CH, C-1), 77.2 (CH, C-4’), 70.5 (CH, 

C-5), 65.7 (CH, C-5’), 62.6 (CH, C-1’’), 24.7 (CH2, C-2’), 24.4 (CH2, C-3’), 17.2 

(CH3, C-6’), 15.1 (CH3, C-6)*, 14.9 (CH3, C-2’’)*. - H,H-COSY (CDCl3, 400 MHz) 

(H↔H): 1-H ↔ 2-H; 2-H ↔ 3-H; 1’-H ↔ 2’-H; 2’-H ↔ 3’-H; 4’-H ↔ 5’-H; 5’-H 

↔ 6’-H; 1’’-H ↔ 2’’-H; 2’’-H ↔ 3’’-H, 5’’-H ↔ 6’’-H. - HMBC-NMR (inverses 

COLOC, CDCl3, GHMQC_DA, F1 100 MHz, F2 400MHz) (H → C): 2-H 2J → C-1; 

1’-H 3J → C-5’; 2’-H 2J → C-3; 5’-H 2J → C-4’; 6’-H 2J → C-5’; 6’-H 3J → C-4’; 

1’’-H 3J → C-4’; 1’’-H 3J → C-3’’; 1’’-H 3J → C-5’’; 2’’-H 3J → C-4’’; 2’’-H 4J → 

C-4’; 3’’-H 3J → C-1’’; 3’’-H 3J → C-5’’; 6’’-H 3J → C-4’’; 6’’-H 2J → C-5’’.– EI-

MS: m/z (%) = 225 (10), 143 (11), 115 (100), 112 (12), 111 (86), 87, (99), 85 (26), 

83 (19), 69 (24), 67 (10), 57 (14), 55 (16), 43 (23). 

* Signale sind austauschbar; ** Die 1H-NMR-Werte sowie die 13C-NMR-Werte wurden mit denen in 

der Dissertation von K. Strizke76 veröffentlichten Werte abgeglichen, die Daten des EI-MS wurden 

von K. Stritzke übernommen.  

Der Stamm B 6278 wurde erneut unter vergleichbaren Bedingungen wie zuvor 
fermentiert und die resultierende Kulturbrühe sowie das Zellmaterial entsprechend 
extrahiert. Dabei erhielt man 2,3 g eines braungelben Rohextraktes. Dieser wurde 
ohne vorausgehende Extraktion mit Cyclohexan durch Vakuum-
Säulenchromatographie an Kieselgel mit einem CH2Cl2/ CH3OH Gradienten (500 ml 
CH2Cl2, 250 ml CH2Cl2/1 % CH3OH, 250 ml CH2Cl2/2 % CH3OH, 250 ml CH2Cl2/4 
% CH3OH, 200 ml CH2Cl2/6 % CH3OH, 200 ml CH2Cl2/7 % CH3OH, 750 ml 
CH2Cl2/8 % CH3OH, 250 ml CH2Cl2/10 % CH3OH, 100 ml CH2Cl2/20 % CH3OH, 
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100 ml CH2Cl2/30 % CH3OH, 250 ml CH3OH unter DC-Kontrolle (CH2Cl2/10 % 
CH3OH, Sprühreagenz Anisaldehyd/konz. H2SO4, Farbigkeit bei Tageslicht, Fluo-
reszenzlöschung) in fünf Fraktionen getrennt: Die Fraktionen 1, 4 und 5 zeigten kei-
ne Auffälligkeiten unter DC-Kontrolle (CH2Cl2/10 % CH3OH; mit Mutabahamycin 
(40) als Vergleichsubstanz); Fraktion 2 ergab durch Reinigung über Sephadex LH-20 
(Säule 30 × 800 mm, CH2Cl2/40 % CH3OH) 2.1 mg Rabelomycin (38) sowie 5.1 mg 
Fridamycin D (37). 

Die Fraktion 3 wurde durch PDC an Kieselgel (vier Platten, 20 × 20 mm, 
(CH2Cl2/5 % CH3OH) gereinigt. Man erhielt 14.4 mg Vineomycin A1 (42). Die ge-
suchte Verbindung Mutabahamycin konnte nicht gefunden werden.  

Vineomycin A1 

(42): C49H58O18 

(934), orangegelber 

Feststoff, rotviolette 

Farbreaktion mit 

NaOH, Rf = 0.60 

(CH2Cl2/10 % 

CH3OH). – 1H-NMR 

(CDCl3, 500 MHz): 

δ = 12.26 (s, 1 H, 8-OH), 7.85 (d, 3J = 7.9 Hz, 1 H, 10-H), 7.57 (d, 3J = 7.9 Hz, 1 H, 

11-H), 6.87 (d, 3J = 9.7 Hz, 1 H, 6-H), 6.85 (m, 2 H, 2’’’-H, 2a’’-H), 6.41 (d, 3J = 9.7 

Hz, 1 H, 5-H), 6.08 (d, 3J = 10.7 Hz, 1 H, 3’’’-H) 6.02 (d, 3J = 10.7 Hz, 1 H, 3a’’-H), 

5.24 (s, 1 H, 1’’’-H), 5.23 (s, 2 H, 1’’-H, 1a’’-H), 4.96 (s br, 1 H, 1a’-H), 4.83 (q 

überlagert durch s bei 4.96, 3J = 10.8 Hz, 1 H, 5’’’-H), 4.58-4.50 (2 q, 3J = 6.8 Hz, 2 

H, 5’’-H, 5a’-H), 4.21 (m, 2 H, 4’’-H, 4a’-H), 3.78 (m, 2 H, 5a’’-H, 2-HA), 3.69 (s br, 

1 H, 3’-H) 3.66 (s br, 1 H, 5’-H), 3.54-3.48 (m, 1 H, 2’-H), 3.14 (dd, 3J = 3.1 Hz, 2J 

= 13.5 Hz, 1 H, 2-HA), 3.03 (t, J = 8.2 Hz, 1 H, 4’-H), 2.50-2.44 (m, 2 H, 2’-H2), 

2.47 (dd, 3J = 6.3 Hz, 2J = 13.5 Hz, 1 H, 2-HB) 2.23 (dt, 2J = 15.3, Hz 3J = 3.1 Hz, 1 

H, 4-HA), 2.10-2.05 (m, 4 H, 3’’-H2, 2a’-H2), 1.88 (m, 2 H, 2’’-H2), 1.81 (dd, 3J = 5.5 

Hz, 2J = 15.3 Hz, 1 H, 4-HB), 1.67-1.64 (m, 2 H, 3a’-H2), 1.36 (d, 3J = 5.8 Hz, 3 H, 

13-H3), 1.34-1.32 (m, 6 H, 6’’’-H3, 6a’’-H3), 1.26-1.22 (m, 9 H, 6’-H, 6’’-H3, 6a’-
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H3). - 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 204.8 (Cq, C-1), 196.8 (Cq, C-4a’’), 196.5 

(Cq, C-4’’’), 188.1 (Cq, C-7), 182.1 (Cq, C-12), 158.0 (Cq, C-8), 145.4 (CH, C-5), 

143.0 (CH, C-2a’’), 142.7 (CH, C-2’’’), 138.73 (Cq, C-12a), 138.68 (Cq, C-9), 138.5 

(Cq, C-6a), 133.5 (CH, C-10), 130.3 (Cq, C-11a), 127.4 (CH, C-3a’’), 127.2 (CH, C-

3’’’), 119.6 (CH, C-11), 117.4 (CH, C-6), 113.8 (Cq, C-7a), 99.4 (CH, C-1a’), 95.19 

(CH, C-1a’’), 95.20 (CH, C-1’’’), 92.3 (CH, C-1’’), 88.8 (CH, C-4’), 82.4 (Cq, C-4a), 

79.9 (Cq, C-12b), 77.3 (Cq, C-3), 76.1 (CH, C-3’), 76.0 (CH, C-5’), 74.4 (CH, C-1’), 

71.3 (CH, C-5a’’), 70.9 (CH, C-5’’’), 70.53 (CH, C-5a’), 70.50 (CH, C-5’’), 67.7 

(CH, C-4a’), 66.8 (CH, C-4’’), 50.2 (CH2, C-2), 44.4 (CH2, C-4), 38.6 (CH2, C-2’), 

25.4 (CH3, C-13), 25.0 (CH2, C-3a’), 24.6 (CH2, C-3’’), 24.4 (CH2, C-2a’), 24.2 

(CH2, C-2’’), 18.4 (CH3, C-6’), 17.1 (CH3, C-6a’), 16.9 (CH3, C-6’’), 15.07 (CH3, C-

6’’’), 15.05 (CH3, C-6a’’). - (+)-ESI-MS: m/z (%) = 1891 [2M+Na]+ (42), 957 

[M+Na]+ (100).  

Bakterienstämme aus der Nordsee 

Die Bakterienstämme aus der Nordsee werden von I. Wagner-Doebler (Gesell-
schaft für Biotechnologische Forschung (GBF) in Braunschweig) aus Nordseewas-
serproben isoliert und in Reinkultur aufbewahrt. Die Bearbeitung der Stämme erfolg-
te im Rahmen des Niedersächsischen Verbundprojektes "Marine Biotechnologie", 
Teilprojekt „Sekundärmetabolite mariner Mikroorganismen aus der Nordsee in Ab-
hängigkeit von ihrer Stellung im Phylogenetischen System“. 

Hel 38 

Der Stamm Hel 38 bildete nach drei Tagen orangegelbe Kolonien, die Agarplatte 
war gelb gefärbt. Wie eine 16S-rDNA Analyse Wagner-Döbler83 zeigte, gehört der 
Stamm Hel 38 der α-Unterklasse der Proteobakterien an. 

Primärscreening 

Im chemischen Screening erkannte man bei DC (CH3Cl/10 % CH3OH) orange 
und gelbe Zonen (Tageslicht, Rf = 0.89 Rf = 0.68, Rf = 0.42 - blau mit Ehrlichs 
Sprühreagenz, Rf = 0.36 - blau mit Ehrlichs Sprühreagenz, Rf = 0.15, alle blauviolett 
mit Anisaldehyd/H2SO4-Sprühreagenz). Ferner waren im Zytotoxizitätstest mit 
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RAW-Makrophagen mittlere Aktivitäten festzustellen sowie eine sehr hohe Aktivität 
gegen Leishmania donovani. Im Zytotoxizitätstest mit Artemia salina wurde eine 
Mortalitätsrate von 0 % ermittelt 

Tabelle 28: Aktivität des Rohextraktes von α-Proteobacter sp. Hel 38.  

Testkeim Hemmhof Ø [mm] 

Escherichia coli 15 

Bacillus subtilis 16 
Streptomyces viridochromogenes (Tü 57) 0 
Candida albicans 13 
Mucor miehei (Tü 284) 32 
Staphylococcus aureus 0 
Chlorella sorokiniana 24 
Chlorella vulgaris 30 
Scenedesmus subspicatus 19 

Isolierung 

Von der Arbeitsgruppe Lang80 wurden 10.4 g eines Ethylacetatextraktes des Zell-
rückstandes aus einer 40 l-Fermenterkultur erhalten. Der gesamte Rohextrakt wurde 
in einem Gemisch von CH2Cl2/ CH3OH gelöst und durch Vakuum-Säulen-
chromatographie mit einem CH2Cl2/CH3OH Gradienten (1.0 l CH2Cl2, 500 ml 
CH2Cl2/2 % CH3OH, 250 ml CH2Cl2/4 % CH3OH, 500 ml CH2Cl2/6 % CH3OH, 500 
ml CH2Cl2/7 % CH3OH, 1250 ml CH2Cl2/8 % CH3OH, 750 ml CH2Cl2/10 % 
CH3OH, 500 ml CH2Cl2/20 % CH3OH, 250 ml CH2Cl2/30 % CH3OH unter DC-
Kontrolle (CH2Cl2/10 % CH3OH, Sprühreagenz Anisaldehyd/konz. H2SO4, Farbig-
keit bei Tageslicht, Fluoreszenzlöschung) in fünf Fraktionen getrennt: Die Fraktio-
nen 1, 4 und 5 zeigten keine Auffälligkeiten bei DC und bestanden aus komplexen 
Substanzgemischen; Fraktion 2: orangegelb bei Tageslicht, braun mit Anisalde-
hyd/H2SO4/Δ, Rf = 0.93; Fraktion 3: orangegelb bei Tageslicht, zitronengelbe (Rf = 
0.56) und braune (Rf = 0.30-0.41) Zonen mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ. Die Fraktion 2 
wurde durch SC an Sephadex LH-20 (Säule 30 × 800 mm, CH2Cl2/40 % CH3OH) 
gereinigt, wodurch man 9.3 mg Ubichinon-10 (43) erhielt. Die Fraktion 3 wurde 
durch PDC an Kieselgel (drei Platten 20 × 40 cm, CH2Cl2/10 % CH3OH) getrennt. 
Man erhielt die vier Unterfraktionen 3a -d, wobei die Unterfraktion 3b nach Reini-
gung durch RP-HPLC (: CH3CN-H2O-Azeotrop/H2O = 10/90 beginnen, für 10 min 
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halten, Anstieg auf CH3CN-H2O-Azeotrop/H2O = 100/0 in 15 min, halten für 10 min, 
Durchfluß 10.0 ml/min) 2.5 mg Nostoxanthin (44; tR = 11.6 min) ergab. 

Ubichinon-10 (43): C59H90O4 (863), oranger Feststoff, blauviolett mit Anisalde-

hyd/H2SO4/Δ, Rf = 0.90 (CH2Cl2/10 % CH3OH). - 1H-NMR (CDCl3, 300 MHz): δ = 

5.09 (m, 10 H, CH=C), 3.96 (s, 3 H, OCH3), 3.95 (s, 3 H, OCH3), 3.15 (d, 3J = 7.3 

Hz, 2 H, 1’-H2), 2.08-1.99 (m, 36 H, 9 CH2CH2), 1.71 (s, 3 H, 5-CH3), 1.65 (s, 3 H, 

39’-CH3), 1.57 (s, 30 H, 10 CH=CCH3). - 13C-NMR (CDCl3, 75 MHz): δ = 184.7 

(Cq), 183.8 (Cq), 144.3 (Cq), 144.1 (Cq), 141.6 (Cq), 138.8 (Cq), 137.5 (Cq), 135.1 

(Cq), 134.9 (Cq), 134.82 (2×Cq), 134.79 (2×Cq), 134.76 (Cq), 131.1 (Cq), 124.3 (CH), 

124.2 (CH), 124.1 (CH), 123.8 (CH), 118.8 (CH), 61.0 (OCH3), 39.67 (CH2), 39.65 

(CH2), 26.69 (CH2), 26.62 (CH2), 26.42 (CH2), 25.63 (CH2), 25.22 (CH2), 17.6 

(CH3), 16.3 (CH3), 16.0 (CH3), 11.9 (CH3). - (+)-ESI-MS: m/z (%) = 886 [M+Na]+ 

(16), 1748 [2M+Na]+ (100). - (-)-ESI-MS*: m/z (%) = 864 [M-H]- (20). - EI-MS (70 

eV)*: m/z (%) = 864 [M]+ (70), 235 (63), 197 (74), 81 (71), 69 (100).  

*Werte entsprechen dem Dihydroprodukt von Ubichinon-10, welches wahrscheinlich als Verunreini-

gung bzw. als Reduktionsprodukt von Ubichinon-10 vorlag. 

Nostoxanthin (44): C40H56O4 (600.0), oranger Feststoff, blauschwarze Verfär-

bung mit konzentrierter H2SO4, Rf = 0.56 (CH2Cl2/10 % CH3OH. - 1H-NMR 

([D6]DMSO, 500 MHz): δ = 6.73 (m, 2 H, CH=C), 6.67 (m, 2 H, CH=C), 6.41 (d, 3J 

= 15.1 Hz, 2 H, CH=C), 6.35 (d, 3J = 11.4 Hz, 2 H, CH=C), 6.24 (d, 3J = 11.4 Hz, 2 

H, CH=C), 6.16 (d, 3JAB = 15.9 Hz, 2 H, CH=C), 6.10 (d, 3JAB = 15.9, 2 H, CH=C), 

4.57 (s br, 2 H, OCH), 4.51 (s br, 2 H, OCH), 2.34 – 2.29 (dd, 3J = 5.9 Hz, 2J = 17.6 

Hz, 2 H, 4-CHA, 4’-CHA), 2.04-1.96 (m, 2 H, 4-CHB, 4’-CHB), 1.99 (s, 6 H, 2 CH3), 

1.95 (s, 6 H, 2 CH3), 1.68 (s, 6 H, 2 CH3), 1.06 (s, 6 H, 2 CH3), 1.05 (s, 6 H, 2 CH3), 

OH nicht sichtbar. - 13C-NMR ([D6]DMSO, 125 MHz): δ = 137.8 (CH), 137.4 (CH), 

137.1 (Cq), 136.2 (Cq), 135.3 (Cq), 132.6 (CH), 131.3 (CH), 130.3 (CH), 125.7 (CH), 

125.5 (Cq), 125.1 (CH), 78.5 (OCH), 66.1 (OCH), 72.4 (Cq), 40.1 (Cq), 26.2 (CH3), 

21.8 (CH3), 21.0 (CH3), 17.2 (CH3), 12.4 (CH3). ). – (+)-ESI-MS: m/z (%) = 1223 

[2M+Na]+ (80), 600. [M+H]+ (100).  
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Stamm Fpep1 (Pic 95) 

Der Stamm Fpep 1 (Pic 95) bildete nach drei Tagen gelbe Kolonien, die 
Agarplatte war gelborange gefärbt. Wie Wagner Döbler83 durch eine 16S-rDNA 
Analyse zeigte, gehört der Stamm Fpep1 (Pic 95) dem Cytophaga/Flexibakterium-
Cluster an.  

Primärscreening 

Der Stamm Fpep1 wurde auf Cytophaga-Medium-Schrägagar, dann auf acht A-
garplatten (Cytophaga-Medium) jeweils 72 h bei 28 °C kultiviert. Diese Kulturen 
wurden zur Herstellung von jeweils 1 l-Schüttelkultur (je vier 1 l-Schikanekolben zu 
je 200 ml, 72 h Fermentation bei 28 °C mit 95 Upm; Rundschüttler) mit verschiede-
nen Medien: Cytophaga-Medium, SM 50 %, ANT 50 %, LB 50 %, Fischmehl ver-
wendet. Dabei wuchs der Stamm bei allen Kulturen unter Bildung von beigem Zell-
material, die Nährmedien waren orange gefärbt. Die Schüttelkulturen wurden lyophi-
lisiert und jeweils mit Ethylacetat extrahiert. Bei DC (CH2Cl2/10 % CH3OH) konnten 
keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Extrakten beobachtet 
werden. Neben orangen Zonen bei Tageslicht (Rf = 0.62 und 0.79) fielen Fluoreszenz 
löschende Zonen auf (Rf = 0.24 – 0.69). 

Tabelle 29: Aktivitäten und Auswaagen der EtOAc-Extrakte verschiedener Schüttelkulturen 
des Stammes Fpep1 

Nährmedien Testkeime / Hemmhof Ø [mm] * 

Medium (EtOAc-
Extrakt: mg/ l) 
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Cytophaga-Medium 
 (31) 

12 11 0 0 0 0 

SM 50 % (51.1) 12 11 0 0 0 14 
ANT 50 % (17.4) 14 0 0 0 0 0 
Fischmehl (80) 0 0 12 25 20 0 
LB 50 % (33.6) 13 11 0 11 46 0 

*Keine Aktivitäten gegen: Streptomyces viridochromogenes (Tü 57), Candida albicans, Staphylococ-

cus aureus 
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Tabelle 30: Aktivität des Stammes Fpep1 im pharmakologischen Screening (EtOAc-
Extrakt) 

Medium Zytotoxizität (RAW-
Makrophagen 

Antileishmania-Aktivität 
(Leishmania donovani ) 

Cytophaga-Medium 5 – 2.5 μg/ ml; hohe Aktivität < 2.5 μg/ ml; sehr hohe Akti-
vität 

Fermentation und Aufarbeitung 

Der Stamm Fpep1 (Pic 95) wurde von Fischmehl-Agar auf acht Agarplatten 
(Fischmehlmedium) subkultiviert (72 h bei 28 °C). Mit diesen Kulturen wurden 96 
mit je 250 ml Fischmehlmedium gefüllte 1 l-Erlenmeyerkolben beimpft und 4 d bei 
28 °C mit ca. 120 Upm auf dem Linearschüttler inkubiert. Das Nährmedium war 
nach ca. 4 d schwach orange, die Zellmasse war beige gefärbt. Die Kulturbrühe wur-
de über Celite filtriert und das hierbei erhaltene wäßrige Filtrat dreimal mit Ethylace-
tat extrahiert. Der mit Celite vermischte Zellrückstand wurde dreimal in Ethylacetat 
digeriert, 15 min mit Ultraschall behandelt und anschließend filtriert. Die organi-
schen Phasen wurden vereinigt und ergaben nach dem Entfetten mit Cyclohexan ei-
nen Eindampfrückstand von 750.5 mg.  

Isolierung 

Der Rohextrakt wurde in Methanol aufgenommen und durch Mitteldrucksäu-
lenchromatographie an Kieselgel getrennt (Säule 25 × 330 mm; Fließmittelgradient: 
300 ml CH2Cl2, 250 ml CH2Cl2/1 % CH3OH, 500 ml CH2Cl2/2 % CH3OH, 250 ml 
CH2Cl2/3 % CH3OH, 200 ml CH2Cl2/4 % CH3OH, 200 ml CH2Cl2/5 % CH3OH, 200 
ml CH2Cl2/6 % CH3OH, 300 ml CH2Cl2/7 % CH3OH, 200 ml CH2Cl2/8 % CH3OH, 
350 ml CH2Cl2/9 % CH3OH, 400 ml CH2Cl2/10 % CH3OH, 150 ml CH2Cl2/20 % 
CH3OH, 100 ml CH2Cl2/30 % CH3OH, 100 ml CH3OH. Durch DC-Kontrolle 
(CH2Cl2/10 % CH3OH, Beurteilung des DC bei Tageslicht und nach Reaktion mit 
Anisaldehyd/H2SO4/Δ-Sprühreagenz) unterteilte man in vier Fraktionen (keine davon 
mit auffälliger Bioaktivität). Fraktion 1: gelblich bei Tageslicht, Fluoreszenz lö-
schend bei 254 nm, ölig; Fraktionen 2: schwach gelb, komplexe Substanzgemische 
bei geringer Fraktionsmenge; Fraktion 3: gelblich bei Tageslicht, intensiv rote Zone 
nach Ansprühen mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ, Rf = 0.55; Fraktion 4: braungelb, mehre-
re Fluoreszenz löschende Zonen bei 254 nm, Rf = 0.12-35. Die Fraktion 3 wurde 
durch Säulenchromatographie an Sephadex LH-20 (Säule 30 × 800 mm, CH2Cl2/40 
% CH3OH) gereinigt und ergab 1.4 mg Nß-Acetyltryptamin (45).  
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Nß-Acetyltryptamin (45): C12H14N2O (202.4), farbloser Feststoff, intensiv rot 

mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ, nach 3 min blaue Verfärbung, Rf = 0.55 (CH2Cl2/10 % 

CH3OH). – 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 8.54 (s br, 1 H, NH), 7.57 (d, 3J = 7.7 

Hz, 1 H), 7.35 (d, 3J = 7.7 Hz, 1 H), 7.18 (dd, 3J = 7.7 Hz, 3J = 7.7 Hz, 1 H), 7.10 

(dd, 3J = 7.7 Hz, 3J = 7.7 Hz), 6.99 (s, 1 H), 5.77 (s br, NH), 3.59 (q, 3J = 6.7 Hz, 2 

H, CH2CH2NH), 2.94 (t, 3J = 6.6 Hz, 2 H, CH2CH2NH), 1.89 (s, 3 H, CH3). - 13C-

NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 170.5 (Cq), 136.4 (Cq), 127.9 (Cq), 122.1 (CH), 122.0 

(CH), 119.3 (CH), 118.5 (CH), 112.6 (Cq), 111.3 (CH), 39.9 (CH2), 25.1 (CH2), 23.2 

(CH3). - (-)-ESI-MS: m/z (%) = 201 [M-1]- (50). - (+)-ESI-MS: m/z (%) = 427 

[2M+Na]+ (100), 225 [M+Na]+ (48). 

Eine erneute Fermentation des Stammes erfolgte unter Verwendung des LB 50 % 
-Mediums + Glucose. Hierzu wurde er auf acht Agarplatten subkultiviert (72 h bei 28 
°C), mit denen man 96 mit je 250 ml mit LB 50 % -Mediums + Glucose gefüllte 1 l-
Erlenmeyerkolben beimpfte und 4 d bei 28 °C mit ca. 120 Upm auf dem Linear-
schüttler inkubierte. Das Nährmedium war bereits nach 2.5 d intensiv orange, die 
Zellmasse war beige gefärbt. Das Nährmedium wurde über Celite filtriert und das 
wäßrige Filtrat dreimal mit Ethylacetat extrahiert. Der mit Celite vermischte Zell-
rückstand wurde dreimal in Ethylacetat und zweimal in Aceton digeriert, 15 min im 
Ultraschall belassen und filtriert. Die Ethylacetatphasen wurden vereinigt, die Lö-
sungsmittel jeweils im Vakuum entfernt. Man erhielt so einen EtOAc-Extrakt von 
2.1 g und einen Acetonextrakt von 1.3 g, die nach DC-Kontrolle (CH2Cl2/10 % 
CH3OH) miteinander vereinigt wurden.  

Isolierung 

Der gesamte Rohextrakt wurde in einem Gemisch von CH2Cl2/CH3OH gelöst und 
durch Vakuum-Säulenchromatographie mit einem CH2Cl2/CH3OH Gradienten (250 
ml CH2Cl2, 250 ml CH2Cl2/1 % CH3OH, 250 ml CH2Cl2/2 % CH3OH, 250 ml 
CH2Cl2/3 % CH3OH, 250 ml CH2Cl2/4 % CH3OH, 250 ml CH2Cl2/5 % CH3OH, 250 
ml CH2Cl2/6 % CH3OH, 250 ml CH2Cl2/7 % CH3OH, 250 ml CH2Cl2/8 % CH3OH, 
250 ml CH2Cl2/9 % CH3OH, 250 ml CH2Cl2/10 % CH3OH, 200 ml CH2Cl2/20 % 
CH3OH, 200 ml CH2Cl2/30 % CH3OH, 200 ml CH2Cl2/50 % CH3OH, 250 ml 
CH3OH) unter DC-Kontrolle (CH2Cl2/10 % CH3OH, Sprühreagenz Anisalde-
hyd/konz. H2SO4, Farbigkeit bei Tageslicht, Fluoreszenzlöschung) in sechs Fraktio-
nen getrennt: Die Fraktionen 1-6 waren im biologischen Screening nur noch schwah 
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aktiv. Die Fraktionen 1, 2, 5 und 6 zeigten keine Auffälligkeiten bei DC und bestan-
den aus komplexen Substanzgemischen; Fraktion 3: gelborange bei Tageslicht, braun 
mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ, Rf = 0.72-0.67; Fraktion 4: gelborange bei Tageslicht, 
gelborange (Rf = 0.66) und braune (Rf = 0.26-0.34) Zonen mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ. 
Die Fraktion 3 wurde durch PDC an Kieselgel (drei Platten 20 × 40 cm, CH2Cl2/10 
% CH3OH) und anschließende Säulenchromatographie an Sephadex LH-20 (Säule 
30 × 800 mm, CH2Cl2/40 % CH3OH) gereinigt, wodurch man 3.6 mg Zeaxanthin 
(46) erhielt. Die Fraktion 4 wurde durch SC an Sephadex 20 (Säule 30 × 800 mm, 
CH2Cl2/40 % CH3OH) getrennt, wodurch man ebenfalls die Verbindung Zeaxanthin 
erhielt (4.1 mg).  

Zeaxanthin (46): C40H56O2 (568.5), gelboranger Feststoff, Rf = 0.65 

(CH2Cl2/10 % CH3OH), blau mit Anisaldehyd/H2SO4/Δ, dunkelblau mit konzentrier-

ter Schwefelsäure. - 1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): δ = 6.66-6.60 (m, 4 H), 6.35 (d, 3J 

= 15.3 Hz, 2 H), 6.24 (m, 2 H), 6.16-6.07 (m, 6 H), 3.99 (m, 2 H), 2.37 (dd, 2J = 16.6 

Hz, 3J = 5.0 Hz, 2 H), 2.06-1.98 (m, 2 H), 1.95 (s, 12 H), 1.77-1.73 (m, 2 H), 1.72 (s, 

6 H), 1.46 (dd, 2J = 10.6 Hz, 3J = 10.6 Hz, 2 H), 1.06 (s, 12 H), (OH nicht sichtbar). - 
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): δ = 138.5 (CH), 137.8 (Cq), 137.6 (CH), 136.5 (Cq), 

135.7 (Cq), 132.6 (CH), 131.3 (CH), 130.1 (CH), 126.2 (Cq), 125.6 (CH), 124.9 

(CH), 65.1 (CH), 48.4 (CH2/Cq), 42.6 (CH2/Cq), 37.1 (CH2/Cq), 30.3 (CH3), 28.7 

(CH3), 21.6 (CH3), 12.82 (CH3), 12.75 (CH3). – EI-MS (70 eV): m/z (%) = 568 (M, 

100), 476 (16), 410 (11), 209 (12), 159 (13), 119 (16), 57 (13). 

Stamm Pico ΙΙ 5.3 

Der Streptomycet Pico ΙΙ 5.3 und verschiedene andere Isolate wurden von Fran-
cisco Malpartida (Centro Nacional de Biotecnologia, Campus de la U.A.M., Madrid) 
auf SYM2 oder YEME Medium kultiviert. Die Polyene wurden dem lyophilisierten 
Medium mit Methanol entzogen, an einer Omnifit-Säule (250 × 25 mm, Supelco Kat. 
Nr. 56010) mit SP-Sepharose gebunden und mit 300 mM Ammoniumacetat pH5 in 
20% Methanol eluiert. Die Fraktionen wurden schließlich durch HPLC mit einem 
Ammoniumacetat/Methanol Gradienten nachgereinigt. Aus einer entsprechenden 
Aufarbeitung wurden uns 18 mg AB-400 (47) als beiges Lyophilisat übergeben.  
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AB-400 (47): C33H48N2O12 (664.6), 

beiger Feststoff, Rf = 0.05 (CH2Cl2/10 % 

CH3OH), nicht löslich in CHCl3, Aceton; 

gut löslich in DMSO, Pyridin. – 1H-NMR 

([D5]Pyridin, 500 MHz): δ = 9.04 (s br, 1 H, 

OH), 8.90 (s, 1 H, OH), 8.72 (s, 1 H, OH, 

durch Lösungsmittelsignal überlagert), 8.43 

(s, 1 H, OH), 6.67-6.60 (m, 2 H, 3-H), 6.48-6.43 (m, 1 H, H-16), 6.33-6.11 (m, 6 H, 

17-H, 2-H, 20-H, 21-H, 19-H, 22-H), 5.63-5.57 (m, 1 H, 23-H), 5.19-5.09 (m, 3 H, 

11-H, 13-H, 1’-H), 4.93-4.85 (m, 2 H, 15-H, 2’-H), 4.87 (m, 1 H, 25-H), 4.70 (t, 3J = 

10.3 Hz, 1 H, 7-H), 4.10-4.06 (m, 1 H, 4’-H), 3.81 (m, 2 H, 5’-H, 3’-H), 3.28 (d, 3J = 

7.7 Hz, 1 H, 4-H), 3.15 (d, 3J = 7.7 Hz, 1 H, 5-H), 2.82-2.78 (m, 2 H, 12-H, 14-HA), 

2.54-2.47 (m, 1 H, 10-HA), 2.27-2.23 (m, 1 H, 24-HA), 2.20-2.13 (m, 1 H, 24-HB), 

2.05-2.00 (m, 2 H, 6-HA, 14-HB), 1.96-1.91 (m, 1 H, 8-HA), 1.80-1.75 (m, 2 H, 10-

HB, 8-HB), 1.52 (d, 3J = 5.7 Hz, 3 H, 6’-H), 1.45-1.38 (m, 1 H, 6-H), 1.27 (d, 3J = 6.4 

Hz, 3 H, 26-H). – 13C-NMR ([D5]Pyridin, 125 MHz): δ = 176.7 (Cq, C-27), 165.3 

(Cq, C-1), 145.1 (CH, C-3), 137.0 (CH, C-16), 136.3 (CH, C-22), 134.2 (CH, C-18), 

132.5 (CH, C-20), 132.1 (CH, C-19), 132.3 (CH, C-21), 129.5 (CH, C-17), 129.0 

(CH, C-23), 125.2 (CH, C-2), 98.3 (CH, C-9), 97.9 (CH, C-1’), 76.0 (CH, C-15), 

74.3 (CH, C-5’), 71.7 (CH, C-4’), 70.1 (CH, C-25), 69.9 (CH, C-2’), 67.5 (CH, C-7), 

66.4 (CH, C-11), 66.2 (CH, C-13), 59.2 (CH, C-12), 59.1 (CH, C-5), 57.8 (CH, C-

3’), 54.6 (CH, C-4), 47.7 (CH2, C-8), 45.7 (CH2, C-24), 41.8 (CH2, C-6), 39.9 (CH2, 

C-10), 38.1 (CH2, C-14), 20.5 (CH3, C-26), 18.5 (CH3, C-6’). - (+)-ESI m/z (%): 687 

[M+Na]+ (100), 665 [M+H]+ (10).  
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Abbildung 1: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von 23-
Desoxycervinomycin A1 (13) in [D6]DMSO bei 50 °C. 
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Abbildung 108: 13C-NMR-Spektrum (125 MHz) von 23-Desoxycervinomycin A1 
(13) in [D6]DMSO bei 50 °C. 

 

 

Abbildung 109: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Cervinomycin A2 (14) in 
CDCl3. 
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Abbildung 110: 13C-NMR-Spektrum (150 MHz) von Cervinomycin A2 (14) in 
CDCl3. 

 

 

 

Abbildung 111: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Cervinomycin A1 (15). 
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Abbildung 112: 1H-NMR-Spektrum (300 MHz) von Cervinomycin A1-diacetat (16). 

 

 

 

Abbildung 113: 13C-NMR-Spektrum (150 MHz) von Cervinomycin A2 (14) in 
CDCl3. 
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Abbildung 114: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Cervinomycin A1 (15). 

 

 

 

Abbildung 115: 1H-NMR-Spektrum (300 MHz) von Cervinomycin A1-diacetat (16). 
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Abbildung 116: 13C-NMR-Spektrum (125 MHz) von Cervinomycin A1-diacetat 
(16). 
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 Abbildung 117: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von 17 in CDCl3. 
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Abbildung 118:  13C-NMR-Spektrum (125 MHz) von 17 in CDCl3. 
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Abbildung 119: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Mithramycin (20) in CD3OD. 
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Abbildung 120: 13C-NMR-Spektrum (150 MHz) von Mithramycin (20) in CD3OD. 
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Abbildung 121: 1H-NMR-Spektrum (300 MHz) von Cosmomycin A (22) in CDCl3. 
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Abbildung 122: 13C-NMR-Spektrum (50 MHz) von Cosmomycin A (22) in CDCl3. 
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Abbildung 123: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Cytorhodin J (25) in CDCl3. 
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Abbildung 124: 13C-NMR-Spektrum (125 MHz) von Cytorhodin J (25) in CDCl3. 
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Abbildung 125: 1H-NMR-Spektrum (600 MHz) von 14,15-Dihydro-rubiflavinon C-
2 (27) in CDCl3. 
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Abbildung 126: 13C-NMR-Spektrum (150 MHz) von 14,15-Dihydro-rubiflavinon C-
2 (27) in CDCl3. 

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

 

Abbildung 127: 1H-NMR-Spektrum (300 MHz) von Collismycin A (32) in CDCl3. 
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Abbildung 128: 13C-NMR-Spektrum (75 MHz) von Collismycin A (32) in CDCl3. 
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Abbildung 129: 1H-NMR-Spektrum (300 MHz) von A-7884 (35) in CDCl3. 
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Abbildung 130: 13C/APT-NMR-Spektrum (75 MHz) von A-7884 (35) in CDCl3. 
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Abbildung 131: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Vineomycin C (36) in 
CDCl3. 
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Abbildung 132: 13C-NMR-Spektrum (125 MHz) von Vineomycin C (36) in 
CDCl3. 
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Abbildung 133: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Fridamycin D (37) in CDCl3. 
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Abbildung 134: 13C-NMR-Spektrum (75 MHz) von Fridamycin D (37) in CDCl3. 
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Abbildung 135: 1H-NMR-Spektrum (300 MHz) von Rabelomycin (38) in 
CDCl3. 
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Abbildung 136: 13C-NMR-Spektrum (75 MHz) von Rabelomycin (38) in CDCl3. 
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Abbildung 137: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Mutabahamycin (40) in CDCl3. 
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Abbildung 138: 13C-NMR-Spektrum (75 MHz) von Mutabahamycin (40) in CDCl3. 

 

 

 

Abbildung 139: 1H-NMR-Spektrum (400 MHz) von 6-(6-Ethoxy-2-
methyltetrahydropyran-3-yloxy)-6H-pyran-3-on (41) in CDCl3. 
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Abbildung 140: 13C-NMR-Spektrum (100 MHz) von 6-(6-Ethoxy-2-
methyltetrahydropyran-3-yloxy)-6H-pyran-3-on (41) in CDCl3. 

 

Abbildung 141: 1H-NMR-Spektrum (300 MHz) des Methylierungsproduktes 
von Mutabahamycin  in CDCl3. 
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Abbildung 142: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Vineomycin A1 (42) in CDCl3. 
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Abbildung 143: 13C-NMR-Spektrum (125 MHz) von Vineomycin A1 (42) in CDCl3. 
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Abbildung 144: 1H-NMR-Spektrum (300 MHz) von Ubichinon-10 (43) in CDCl3. 

 

 

 

 

Abbildung 145: 13C/APT-NMR-Spektrum (75 MHz) von Ubichinon-10 (43) in 
CDCl3. 
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Abbildung 146: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Nostoxanthin (44) in DMSO. 
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Abbildung 147: 13C/APT-NMR-Spektrum (150 MHz) von Nostoxanthin (44) in 
DMSO. 
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Abbildung 148: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von Zeaxanthin (46) in CDCl3. 
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Abbildung 149: 13C-NMR-Spektrum (125 MHz) von Zeaxanthin (46) in CDCl3. 

 



Anhang: Ausgewählte NMR-Spektren   
    
 

26

 

Abbildung 150: 1H-NMR-Spektrum (500 MHz) von AB-400 (47) in Pyridin. 
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Abbildung 151: 13C-NMR-Spektrum (125 MHz) von AB-400 (47) in Pyridin. 
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