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Biosynthesestudien an Pyridazomycin**
Heike Bockholt, John M. Beale und Jiirgen Rohr*

Professor Heinz G. Floss zum 60. Geburtstag gewidmet

Das fungizide Antibioticum Pyridazomycin 1, produziert vom
Bodenbakterium Streptomyces violaceoniger ssp. griseofuscus
(Stamm Tii 2557), ist der bislang einzige bekannte Naturstoff
mit einem Pyridazinring!!. Die Biosynthese dieses ungewdhnli-
chen Stickstoffheterocyclus ist unter anderem wegen der N-N-
Bindung interessant. Eine weitere Besonderheit ist die an ein qua-
ternéres, positiv geladenes Stickstoffatom gekniipfte Amino-
sureseitenkette. Teil- oder vollstindig gesittigte Pyridazinringe
kommen in einigen biologisch aktiven Cyclopeptiden vor, z. B.
das Strukturelement 2 in Luzopeptin A oder die Piperazinsiu-
reeinheit 3 in Citropeptin, Himastatin, Variapeptin und ande-
ren'. Eine N-N-Bindung findet sich auch in Pyrazofurin 414},
einem Inhibitor der Pyrimidin-Nucleotid-Biosynthese, sowie in
einigen acyclischen Azoxyverbindungen, wie Valanimycin
50579 Wegen der NT-gebundenen Seitenkette ist Pyridazomy-
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cin 1 bei pH > 6.5 chemisch instabil!*], weshalb die Mglichkei-
ten der chemischen Derivatisierung zur Steigerung der biologi-
schen Aktivitit eingeschriankt sind. Von der Untersuchung der
Biosynthese erwarteten wir Erkenntnisse, diesen Naturstoff bio-
logisch derivatisieren zu konnen, z.B. durch eine vorlduferge-
steuerte Biosynthese!'®). Wir berichten hier {iber erste Fiitte-
rungsversuche, die auf einen bislang unbekannten Biosynthese-
weg von allgemeiner Bedeutung schlieBlen lassen.

Fiir die Herkunft aller C- und Heteroatome in Pyridazomycin
1 aus Bausteinen des Primarstoffwechsels wurden zunichst vier
Hypothesen (I-1V) aufgestellt; bei I und II werden jeweils zwei,
bei III und IV je drei Bausteine, meist Aminosduren, bendtigt
(Schema 1). Ein mikrobiologisches Problem, die schlechte Pro-
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Sehema {. Hypothetische Zerlegungen I-1V von Pyridazomycin 1. Angegeben ist
jeweils die Zahl der C-Atome einer Vorstufe, die in 1 eingebaut werden.

duktion von Pyridazomycin durch Streptomyces violaceoniger
von 0.75 mgL ™!, konnte durch Stammselektion, Optimierung
der Fermentationsbedingungen (1 L-Fermenter) und vor allem
durch Vermeidung alkalischer Bedingungen!*!! bei der Aufar-
beitung iiberwunden werden, so dall Pyridazomycin 1 in Men-
gen von 20—30 mg L~ ! isoliert werden konnte. Die Hypothesen
1-1V wurden durch Fiitterungsexperimente mit stabilen isoto-
penmarkierten Vorstufen iiberpriift, die so konzipiert waren,
dall méglichst rasch erste Informationen erzielt werden konnten
(Tabelle 1).

Fiitterungsversuche mit !*C,-markiertem Acetat (Universal-
vorstufe der Zwischenstufen im Citronensidurecyclus und mégli-
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Tabelle 1. Einbauexperimente in Pyridazomycin 1 mit Swreptomyces violaceoni-
ger|a)

Vorstufe spezif. Einbau[%][12] Anrcicherung in den Positionen

[1,2-13C, ] Acetat[b] 0.7-3.7 C-4, C-5, C6, CT
[1.3-'3C,]Glycerinfe]  0.5-0.9 4, C-5, C6, C-T
[5-13C)Glutaminsiure[d] 0.6 C-5
[5-13C]Ornithin [e] 104 C-5
[5-15N]Ornithin [£] N-1°
[2-13C]Glycin[g] 9.8 cy

[2-13C,**N]Glycin [h] 11.5 C-3, N-2

[a] Weitere Fiitterungsexperimente mit [3-!2C]-g-Alanin, L-[2-1*C]Leucin, [1-13C)-
Glycin, p,L-[4-*3C)Aspartat, [\*C]Harnstoff, [S-'*CH,]Methionin, L-[5-'*N]Glut-
amin, [2-'°N]Glutamin und [2,3-2H,]Succinat crgaben keine Anreicherung in 1.
[b] 12.2 mmol (99% 3C). [¢] 2.7 mmol (50% '3C). [d] 3.4 mmol (99% '3C).
le] 5.9 mmol (99% *3C). [f] 3.0 mmol (99 % !3N); wegen der schlechten Ausbeute
war das einzige Signal im '"N-NMR-Spektrum das des N-1>-Atoms. [g] 6.7 mmol
(99% 13C). [h] 3.3 mmol (99% 13C, 99% 'SN); 'JC,N) = 2.6 Hz,

cherweise direkte Vorstufe des C,-Bausteins in Hypothese TIT)
und mit [1,3-13C,]Glycerin (Universalvorstufe des Kohlenhy-
dratstoffwechsels sowie der sich von Pyruvat ableitenden Ami-
nosduren Alanin, Valin und Leucin) ergaben “Scrambling”,
d.h. eine unspezifische, indirekte !3C-Anreicherung in mehre-
ren Positionen von 1, insbesondere von C-4’, C-5°, C-6" und
C-7°. Beide Vorlaufer werden also nicht direkt eingebaut. Die
Cs-Aminosdure Glutaminsidure ist die metabolische Vorstufe
der Aminosiuren Ornithin, Glutamin, Prolin und Arginin, ist
also ebenfalls eine Universalvorstufe. Ein Finbauexperiment
mit [5-'*C]Glutaminsiure ergab eine schwache, aber signifi-
kante *C-Anreicherung in der C-5-Position der Pyridazomy-
cin-Seitenkette. Da in C-7’-Position nicht ' *C-angereichert wur-
de, und auch durch Fiitterungsexperimente mit unterschiedlich
!>N-markierten Glutaminen kein Einbau von '*N erzielt wur-
de, kommt diese Aminosdure als einer der Bausteine des Arens
(Hypothese T und IV) nicht in Frage.

DaB Ornithin die unmittelbare Vorstufe der Aminosiure-
seitenkette in 1 ist, konnte dagegen durch Einbauversuche
mit [5-13C]- und mit [5-'"SN]Ornithin bestitigt werden.
[5-13C]Ornithin  wurde deutlich besser eingebaut als
[5-13C]Glutaminsiure, der Versuch mit [5-'*N]Ornithin ergab
(**N-NMR), daB das Stickstoffatom N-1’ aus der 5-NH,-
Gruppe dieser Aminosiure stammt. Diese Resultate und die
Ergebnisse ciniger Versuche, bei denen keine [sotopenanreiche-
rung festgestellt wurde (Tabelle 1, FuBnote[a)), fiihrten zur Auf-
gabe der Hypothesen I-II1. Die Hypothese IV wurde favorisiert
und hinsichtlich ihrer C,-Pool-Vorstufe untersucht. Ein Fiitte-
rungsversuch mit [2-'3C]Glycin (auch niitzlich als Vorstufe des
Tetrahydrofolsiure-C, -Metabolismus) ergab cinen ca. 10proz.
spezifischen Einbau in die erwartete Position C-3” von 1, d.h.
Gilycin ist der zweite Biosynthesebaustein. Durch einen Einbau-
versuch mit [2-'3C,'*N]Glycin wurde dieses Ergebnis bestiitigt
und dariiber hinaus nachgewiesen, da das Stickstoffatom N-2’
in 1 ebenfalls aus Glycin stammt (:>N-NMR) und daB die C-N-
Bindung beim Einbau erhalten bleibt, wic die Kopplung
(*Je,x = 2.6 Hz) im ‘*C-NMR-Spektrum von 1 beweist. Der
Fitterungsversuch mit [1-13C]Glycin ergab keine !*C-Anrei-
cherung in 1, so daf3 eine weitere Hypothese, nach der das C-4'-
Atom aus der Carboxygruppe von Glycin stammt, ausgeschlos-
sen wurde.

Aus den Resultaten der drei Fiitterungsversuche mit markier-
tem Glycin ergibt sich fiir den dritten Biosynthesebaustein fol-
gende Uberlegung: Der Glycineinbau erfolgt unter Decarboxy-
lierung, bei der das «-C-Atom mit einem elektrophilen C-Atom,
vorzugsweisc dem einer Carbonylgruppe, als Acceptor unter

1734 © VCH Verlagsgeselischaft mbH, D-69451 Weinheim, 1994

C-C-Verkniipfung beider Bausteine reagiert. Daher vermuten
wir, daB es sich bei dem dritten Baustein um Oxalacetat 6 han-
delt, weil so sowohl die C-C-Verkniipfung durch die Aldolkon-
densation seiner Carbonylgruppe mit Glycin (—» C-3'-C-4-Bin-
dung von 1) als auch die Amidbildung sciner (aktivierten)
p-Carboxygruppe mit der §-Aminogruppe von Ornithin (— C-6'-
N-1-Bindung von 1, Schema 2) méglich ist. Obwohl ein Ein-
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(Schema 2. Vorgeschlagener Mechunismus der Biosynthese von Pyridazomycin 1.

bauversuch mit D,L-[4-13C]Aspartat, das zu 6 transaminiert
werden sollte, scheiterte, favorisieren wir Hypothese IV mit 6 als
drittem Baustein von Pyridazomycin. Dal Asparagin nicht ein-
gebaut wird, konnte auf Membranpermeabilititsprobleme zu-
riickzufilhren sein oder darauf, daB Aspartat im Pyridazomycin-
Bildner nicht zu 6 transaminiert werden kann, Die Bildung von
6 in Streptomyces violaceoniger wire dann nur iiber den Citro-
nensiurecyclus moglich. Ein Indiz dafiir sind die unspezifischen
13C-Anreicherungen in den Positionen C-4’ bis C-7’ bei den Fiit-
terungsversuchen mit [1,2-1*CJ]Acetat oder {1,3-1*C]Glycerin,
denn beide Verbindungen kdnnen im Citronensiurecyclus um-
gesetzt werden, die erste unmittelbar, die zweite nach Metaboli-
sierung durch Glycolyse und Decarboxylierung zu Acetat durch
den Pyruvatdecarboxylase-Komplex. Der spezifische Einbau!t?]
(Tabelle 1) spiegelt dies wider.

Gegenwiirtig arbeiten wir an der Synthese von '3*C-markier-
tem Oxalacetat. Gleichzeitig soll cin zellfreics System etabliert
werden, um direkt Oberprifen zu kénnen, ob 6 tatsichlich der
dritte Biosynthesebaustein ist. Daneben interessiert uns der
stereochemische Verlauf des Glycineinbaus in 1. Unsere zukiinf-
tigen Biosynthesestudien an 1 werden sich auf den Mechanis-
mus der N-N-Bindungsbildung! 3!, auf die Reihenfolge der Bin-
dungskniipfungen der Biosynthesebausteine und auf die
beteiligten Enzyme (Pyridazomycin-Synthase, Schema 2) kon-
zentrieren.

Experimentelles

Kultivierung von Streptomyces violaceoniger (Tii 2557): Der Bakterienstamm wur-
de auf Agarschrigréhrchen (20% Agar-Agar, 10% Malzextrakt, 4% Glucose, 4%
Hefeextrakt, pH =7.0 vor dem Autoklavieren) bei 28 °C bis zur Sporulation inku-
biert und bei 4°C (maximal vier Monate) aufbewahrt. Dic Vorkultur fiir die Fer-
mentationen wurde direkt aus den Schrigrhrchen angeimpft und in 250 mL-Erlen-
meyerkolben mit drei Schikanen, gefiillt mit 100 mL Nihrmedium (2.5 % Sojamehl,
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2.5% Mannit, pH = 6.8 vor dem Autoklavieren), 48 h bei 28 °C und 250 Umin~ '
geschiittelt (Schiittler-Typ: BS 4, B. Braun, Melsungen). Mit 100 mL dieser Vorkul-
tur wurde der { L-Fermenter (Typ ISF 100, Infors GmbH, Basel, Schweiz) ange-
impft, der mit 1 L des Nihrmediums und 30 mmolL~? Ornithinhydrochlorid ge-
fiillt war (Ausnahme: Fiitterungsversuche mit markiertem Ornithin oder markierter
Glutaminsiure, bei denen kein Ornithinhydrochlorid zugesetzt wurde; T = 28 °C,
Beliiftung: 1.6 Lmin ™!, 700 Umin~?). Die Ernte erfolgte nach ca. 64 h.
Isolierung von Pyridazomycin 1: Das Kulturfiltrat der Fermentationen wurde auf
einen sauren lonenausiauscher (Dowex 30) gegeben, mit ca. 1.8 L demineralisicrtem
Wasser gewaschen und mit wiiriger NHHCOQ ™ -Lésung (pH = 5; Gradient
03M (1.5L),0.5M (0.7 L) und 0.7m (1 L)) eluiert. Die 1-enthaltenden Fraktionen
wurden am Rotationsverdampfer bei 40°C im Vakuum eingeengt, zunichst an
Kieselgel (Sdule 60 x 3 cm, nBuOH/CH,COOH/H,0 3/2/2) und anschlieBend an
Sephadex G-10 (Sdule 100 x 2.5 cm, MeOH/H,0 8/2, pH = 4.0, eingestellt mit
0.1m HC) chromatographiert. Die Fraktionen mit dem gereinigten Produkt wur-
den gefriergetrocknet.

Fiitterungsexperimente: Die isotopenmarkierten Verbindungen wurden in 100 mL
sterilem Wasser gelost und in vier gleichen Portionen in Abstiinden von sechs Stun-
den oder kontinuierlich, beginnend 25 h nach Animpfung zur wachsenden S.-viola-
ceoniger-Kultur (1 L-Fermenter) gegeben.

Isotopenmarkierte Verbindungen: Die !*C- und/oder !*N-markierten Verbindun-
gen wurden synthetisiert oder von den Cambridge Isotope Laboratories, Cambrid-
ge, MA, USA bezogen. Die unterschiedlich markierten Ornithine wurden nach der
Methode von Gould et al. [14] aus 2-Chlorethanol, K**CN (99 % *3C) bzw. KC'*N
(99 % °N) und Dicthylacetamidomalonat, das markierte Glycerin aus Bromessigs-
dure und K'3CN (99% '3C) itber Cyanessigsiure, Diethylmalonat und Diethyl-2-
acetoxymalonat (Oxidation mit PbOAc,) synthetisiert. {3-'*C]-f-Alanin wurde
durch Hydrierung (12 h, 25°C, 90 mg Pt als Katalysator, in 30 mL Ethanol, ange-
sduert mit 0.2 mL konzentrierter HCI) der '3C-markierten Cyanessigsiure (1.5 g)
hergestellt und chromatographisch an Kieselgel {Sidule 30 x 2 cm, 1-Propanol/H,0
4/1) gereinigt (Ausbeute: 0.3 g).
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Synthese eines Azathymidins
und dessen Einbau in Oligonucleotide **

Karl-Heinz Altmann*, Susan M. Freier, Uwe Pieles
und Tammo Winkler

Die Hemmung der Proteinbiosynthese durch Antisense-Oli-
gonucleotide ist ein grundsitzlich neuer Ansatz in der medizi-
nisch-chemischen Forschung!'!. Dieses Konzept basiert auf den
sehr spezifischen Regeln, die die gegenseitige Frkennung von
Nucleinsduren bestimmen (Watson-Crick-Basenpaarung), wo-
bei versucht wird, die selektive Hybridisierung eines (Antisense)-
Oligonucleotids mit einer geeigneten komplementiren Basen-
sequenz auf einer Boten-RNA zur Unterdriickung der Ex-
pression eines mit einer bestimmten Krankheit in Zusammen-
hang stehenden Proteins zu nutzen!™. Die grundsitzliche An-
wendbarkeit einer solchen Strategie ist bereits durch eine
Vielzahl von In-vitro-Experimenten belegt worden; diese Expe-
rimente haben jedoch auch gezeigt, daB das entsprechende Anti-
sense-Oligonucleotid zur Erreichung einer signifikanten Inhi-
bierung der Proteinsynthese geniigend stabil gegeniiber
enzymatischem Abbau sein muB'). Da natiirliche Oligonucleo-
tide unter physiologischen Bedingungen sehr schnell abgebaut
werden, hat dies zum Entwurf und zur Synthese einer ganzen
Reihe verschiedener Typen von Oligonucleotiden oder Oligo-
nucleotidanaloga gefiihrt, die einen modifizierten Zucker- oder
Basenteil oder eine modifizierte Riickgratstruktur aufwei-
sen!? 2 Hierunter befinden sich u.a. Oligonucleotide, die car-
bocyclische Nucleoside 11 *! oder auch Thia-Analoga von Thy-
midin'® oder von Ribothymidin 2!”' (Base = Thymin} als
Bausteine enthalten. Im Gegensatz dazu sind bisher keine Oligo-
nucleotide bekannt, die Nucleosidanaloga 3 enthalten, bei wel-
chen die 2’-Desoxyribose-Einheit durch einen Pyrrolidinring er-
setzt ist.

Wihrend Verbindungen vom Typ 3 mit R’ = H mit groBer
Wahrscheinlichkeit chemisch zu unstabil sind, um in Oligonu-
cleotide eingebaut werden zu kon-
nen®), kénnten die entsprechenden X\ Base
acetylierten Derivate (R’ = Ac) inter- HOAS_Z‘
essante Bausteine fiir Antisense-Oligo-
nucleotide sein. Zwar kann die Hy-
bridisierungsaffinitat solcher modifi-

HO R

. ; . . 1 X=CHzR=H
z1ertef Oligonucleotide fur‘ komple_- 2 X=S R=H,OH
mentire RNA nur schwer im Detail 3 X=NR,R=H
vorausgesagt werden, doch weisen 4 X=NCOCH3 R=H
Molekiilmodelle eindeutig darauf hin, Base = Thymin

dal} acetylierte Bausteine vom Typ 3
ohne groflere strukturelle Storungen in einen Standard-Nu-
cleinsdureduplex eingebaut werden kénnen. Dariiber hinaus
scheint es wahrscheinlich, daB die gréBere Raumerfiillung eines
Acetamido-Substituenten (im Vergleich zum Furanose-Sauer-
stoffatom) die Erkennung der entsprechenden Oligonucleotide
durch nucleolytische Enzyme entscheidend behindern und somit
zu erhohter metabolischer Stabilitit fithren sollte.

Aufgrund dieser Uberlegungen haben wir nun die Eigen-
schaften von Oligonucleotiden niher untersucht, die Nucleosid-
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