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Biosynthetische Herkunft der Sauerstoffatome 
von Tetracenomycin C ** 
Gyorgyi Udvarnoki, Christina Wagner, 
Reinhard Machinek und Jiirgen Rohr* 
Professor Wolfgang Liittke zum 75. Geburlstag gewidmet 

Gegenwartig besteht ein grol3es Interesse an Details des Poly- 
ketid-Biosyntheseweges, eine der wichtigsten Routen der Natur, 
urn eine Vielfalt verschiedenartiger biologisch aktiver Natur- 
stoffe aufzubauen[']. Seit einigen Jahren beschaftigen wir uns 
rnit polycyclischen, aromatischen Polyketiden[' -41, sogenann- 
ten Typ-lI-P~lyketiden[~]. Dabei konnten insbesondere durch 
Untersuchungen der Herkunft der Sauerstoffatome der Meta- 
bolite neuartige Erkenntnisse gewonnen werden; z.B. existieren 
pra-aromatische Desoxygenierungsschritte beim Aufbau sol- 
cher M e t a b ~ l i t e ~ ~ . ~ ] .  Tetracenomycine (z.B. Tetracenomycin 
C 1) und Elloramycine (z.B. Elloramycin A 2) bilden eine klei- 
ne, besondere Gruppe tetracyclischer, aromatischer Polyketide, 
deren Biosynthesen umfassend untersucht wurdenr6 - ''I. Den- 
noch blieben Oxygenierungsreaktionen unklar und wurden 
kontrovers diskutiert, und zwar die fur die Transformation der 
letzten Biosyntheseschritte des vorges~hIagenen[~ - 21 unmittel- 
baren 1-Vorlaufers Tetracenomycin A, 3 in 1. Wir haben jetzt 
erstmalig die biosynthetische Herkunft aller Sauerstoffatome 
von Tetracenomycin C 1 geklart und dabei unseres Wissens 
auch zurn ersten Ma1 einen experimentellen Beweis fur die Her- 
kunft eines Sauerstoffatoms aus H,O geliefert. 
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In einer Einbaustudie mit 1802 zeigten Rickards et a1.['21, daO 
nur drei Sauerstoffatome von Tetracenomycin X 4, einem von 
Nocardia mediterranea produzierten engen 1-Verwandten, aus 
Luftsauerstoff stammen, namlich 4-0, 5-0  und 12a-0. Dieses 
Ergebnis schien dem von Hutchinson et a]. abgeleiteten generel- 
len Biosyntheseweg fur die Tetracenornycine zu widerspre- 
then['], ebenso unseren Untersuchungsergebnissen mit Block- 
mutanten" '], denn das an C-4a gekniipfte Sauerstoffatom 
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stammt nicht aus Luft- 
sauerstoff (vgl. Schema 1). 
Falls dieses Sauerstoffatom 
bereits mit der dort einge- 
bauten Acetateinheit einge- 
bracht wiirde, wie man aus 
seiner Position und aus 
Studien an verwandten 
aromatischen Tetracyclen 
rnit ahnlichen angularen 
Hydroxygruppcn schlieI3en 
konnte[3, 131, wiirde die 
Biosynthese von Tetrace- 
nomycin C 1 nicht iiber 
aromatische Zwischenpro- 
dukte, wie Tetracenomycin 
D,5 und A,3 verlau- 
fen[''. 14]. Leider versaum- 
ten Rickards eta]., diese 
Uneindeutigkeit durch wei- 
tere Fiitterungsexperimen- 
te, z.B. mit 180-markier- 
tern Acetat, auszuraumen. 

Um optimale Einbaube- 
dingungen zu finden, fuhr- 
ten wir Futterungsexperi- 
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Schema 1. Biosynthese von Tetraceno- 
mycin C 1. 

mente mit [l-'3C]Aceiat an einer Kultur von Streptomyces 
glaucescens (Stamm Tu 49)["] - dem Produzenten von Tetrace- 
nomycin C 1 - durch (Tabelle 1). Das Signal des kritischen C- 
Atoms 4a erschien jedoch als breites Singulett unter den Stand- 
ard-NMR-Bedingungen. Damit ware die notwendige Auf- 
losung zur Detektion einer "0-Hochfeldverschiebung nach 
Markierung von 4a-OH nicht zu verwirklichen. Systematische 

Fabelle 1. "C-NMR-Daten fur Tetracenomycin C 1. 6-Werte relativ zu internem 
TMS in [DJAceton, -30"C, 125.7 MHz, Multiplizitaten BUS den APT- (attached 
proton test) und C,H-COSY-Experimenten (A [a]. Spezifische Einbauraten (B) [b] 
des Einbauexperiments rnit [l-'3C]Acetat. Hochfeld (AS'3C-'80) in 1 nach Einbau 
von [l-13C,'s0,]Acetat (C) und nach Fermentation in HisO (D, "0-Anreicherun- 
gen in % [c]). 

A B C D 

c-1 
c-2 
c-3 
3-OCH3 
c-4 
C-4a 
c -5  
C-5a 
C-6 
C-6a 
c-7 
C-8 
8-OCH, 
c-9 
9-C=O 
9-OCH3 
c-10 
10-CH, 
C-l0a 
c - i  1 
C-l la  
c - I2  
C-12a 

190.8 s 
99.7 d 
175.3 s 
51.2 q 
70.3 d 
85.2 s 
194.1 s 
141.2 s 
120.7 d 
129.0 s 
108.4 d 
158.3 s 
56.6 q 
129.6 s 
168.0 s 
52.8q 
137.9 s 
21.1 q 
121.0s 
167.5 s 
109.8 s 
197.9s 
83.6 s 
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[a] Die Zuordnungen der C-Atome sind weiterhin durch beobachtete C,H- 
Fernkopplungen (COLOC, HMBC) gestutzt [25]. [b] Einbauraten (k 1%) wurden 
nach Townsend, Scott et al. herechnet [26]. [c] "0-Anreicherung = [ I ,> , - ,Q/  
(I ,>,~,, ,  + I,7c.,80)] x 100%. 
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NMR-Studien an 1 ergaben letztendlich Bedingungen (Ace- 
ton als Losungsmittel, T = - 30°C), unter denen C-4a als 
scharfes Singulett herduskam. Nach Durchfiihrung aller NMR- 
Experimente zur eindeutigen Zuordnung der C-Atome von 1 
(A in Tabelle wurde das Futterungsexperiment rnit 
[I - l  3C, *O,]Acetat vorgenoinmen. Die daraus resultierende 
Probe von Tetracenomycin C 1 zeigte "O-Hochfeldverschie- 
bungen der erwarteten GroRenordnung fur die Signale von C-1, 
C-3, C-8,9-C=0, 9-OCH3, C-I 1 und C-12, aber eindeutig nicht 
fur C-4a (C in Tabelle 1 ) .  Demzufolge stammt 4a-OH entweder 
aus Luftsauerstoff, was einen Widerspruch zum friiheren Be- 
fund bedeutete" *], oder aus Wasser. Auf Luftsauerstoff als 
Quelle fur Phnlich angulare Sauerstoffatome der Tetracycline 
(strukturell rnit 1 verwandte tetracyclische aromatische Polyke- 
tide) wurde bereits geschlossen[' 'I ; Wasser dagegen konnte 
noch nie im Zusamrnenhang mit Studien an polycyclischen aro- 
matischen Polyketiden gefunden werden. Wir entschieden uns, 
die attraktivere letztere Alternative zu priifen, indem wir eine 
Fermentation von Strepfomyces glaucescens (Tu 49) in 500 m L  
H,'*O (10% '*O) durchfuhrten. Die dardus resultierende 
l-Probe"'I zeigte '80-Hochfeldverschiebungen fur die Signale 
von 3-OCH3, C-4a, 8-OCH,, und 9-OCH3, wobei die "0-An- 
reicherungen etwa zehnfach niedriger ausfielen als im Experi- 
ment mit [I-l3C, '80,]Acetat (wegen der zehnfach geringeren 
"0-Anreicherung des markierten Vorlaufers; D in Tabelle 1 ) .  
Die an den OCH,-Gruppen beobachteten Hochfeldverschie- 
bungen erscheinen zuniichst iiberraschend, konnen aber durch 
teilweisen "0-Austausch auf der Stufe der Biosynthesebaustei- 
ne (Acetat) undioder der Zwischenprodukte (z.B. Tetracenomy- 
cin D, 3) erklart werden. Dieser unbeabsichtigte "0-Aus- 
tausch ist aber gering: Die Verschiebungen sind auch nur an 
OCH,-Gruppen zu sehen, die wesentlich intensiver im 13C- 
NMR-Spektrum erscheinen als die quartaren Kohlenstoffato- 
me. Das Sauerstoffatom am quartlren C-4a scheint jedoch di- 
rekt vom ' RO-rnarkierten Wasser herzuriihren, da hier kein 
180-Austausch erfolgen kann; auRerdem ist die "0-Anreiche- 
rung von 4a-OH nach dem Experiment mit dem markierten 
Wasser bei weitem am hochsten (D in Fabelle 1). 

Die hier vorgestellten Ergebnisse (Schema 1) erganzen alle 
Resultate friiherer Biosynthesestudien an den Tetracenomyci- 
nenI8- "I. Die Untersuchungen wurden auch durchgefiihrt, urn 
Oxygenierungsschritte bei der Biosynthese von Tetracenomyci- 
nen und anderen tetracyclischen Decaketiden (Angucycline 
oder Anthracyclinen) vergleichen zu konnen. Tetracenomy- 
cin C 1 ist das erste Beispiel unter den polycyclischen aromati- 
schen Polyketiden. das eiii Molekiil H,O fur die Bildung seines 
Sauerstoffmusters benotigt. Dieses Novum bedeutet eine enzy- 
matische Besonderheit. die interessant sein durfte fur Ansdtze, 
Hybrid-Antibiotica durch Kombination der Biosynthesegene 
des Tetracenomycin-Produzenten S. glaucescens rnit verwand- 
ten Polyketid-Synthasen anderer Produzenten von polycycli- 
schen, aromatischen Polyketiden zu erzeugen[", ''1. Fur  die 
Oxygeiiierung bei der biosynthetischen Umwandlung von 3 in 1 
muB eine Epoxid-Zwischenstufe wie 6 (Schema 2) angenommen 
werden, wobei unklar ist, ob 6 durch zwei Monooxygenasen 
oder nur eine Dioxygenase entsteht. Letzteres konnte mit einem 
Mechanismus erklart werden, wie er bei Modellstudien zur 
Oxygenierung aromatischer Verbindungen vorgeschlagen wur- 
det2'"] und wie er auch vor allem im Zusammenhang mit der 
Wirkungsweise von Vitamin K diskutiert wird["a 2 1 b  . D' ie 
Epoxid-Zwischenstufe erfordert allerdings eine interessante, en- 
zymatisch kontrollierte, wenn auch chemisch unwahrscheinli- 
che cis-Offnung. um die Stereozentren von 1 zu erzeugenF61. Die 
alles in allem notwendige .,cis-Offnung" des Epoxids kann aber 
aus einem zundchst stattfindenden trans-Angriff einer Enzym- 
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H - 0 2  

1 
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6 

Schema 2. Details der Oxygenierung bei der biosynthetischen Umwandlung von 3 
in  1 .  

SH-Gruppe und deren Ersatz durch Wasser im zweiten Schritt 
(SN2-Reaktion) resultieren[221. 

Experimentelles 
Kultivierung des Mikroorganismus: Streptonljces gluucescens (Tu 49) wurde auf 
Schridgagarrohrchen (20% Agar-Agar, 10% Malzextrakt, 4 %  Glucose, 4% He- 
feextrakt, p H  7.0 vor dem Autoklavieren) bei 28 "C bis zur Sporulierung kultiviert, 
dann bei 4 'C aufbewahrt. Zehn 250-mL-Erlenmeyerkolben (mit drei Schikanen) 
wurden mit je 100 mL RZYENG-Medium [23] gefullt und fur die Fermentationen 
direkt aus den Schrigrohrchen geimpft. Sodann wurde der Ansatz in den Lehn 
Kolben 96 h bei 30°C und 250 Umin- '  auf einer rotierenden Schuttelmaschine 
(Typ Multitron, Infors AG, Schweiz) inkubiert. 
Isolieruiig von Tetracenomycin C I :  Die vereinigten Kulttiren wtirden mil 300 mL 
MeOH versetzt uiid uber Celite abgefiltert. Das Kulturfiltrat wurde mit 1 L Ethyl- 
acetat extrahiert und der Extrakt eingedampft. Der Ruckstand wurde in MeOH 
aufgenommen und an Sephadex LH 20 (Siule, 2.5 x 100 em, MeOH) chromatogrd- 
phiert; Ausbetite cd. 20 mg 1. 
Einbauexperimente mit markierten Vorldufern: a) Einhau von [I-"C]Acetat: Das 
markierte Substrat (750 mg/L-'  Kultur) wurde in 75 mL sterilem Wasser geltist und 
mit 0.1 M HCI neutralisiert. Je 116 (12.5 mL) dieser Losung wurde alle acht Stunden 
(von 36 h bis 76 h nach Animpfen) auf zehn Erlenmeyerkolben. die je 100 mL 
Kultur von S. g/uuce.scen.r Tii 49 enthielten, verteilt. b) Einhau von [ l -  
13C,'xO0,]Acetat (1 gL-I ) :  Wiea); umeinen "0-Austausch rnit dem Losungsmittel 
Wasser zu vermeiden, wurden hier jeweils 166 mg (1/6) des markierten Materials 
unmittelbar vor der Fiitterung in 10 mL sterilem Wasser gelost und sofort init 5 N 

NaOH neutralisiert. c) Einbau von H:*O: Die Kultivierung (hier nur 500 mL) wur- 
de wie oben durchgefuhrt, und zwar in H:*O (10% "0, das sowohl fur die Herstel- 
lung der Nlhrlosungen als auch als Kulturlosungsmittel verwendet wurde). 
Markierte Verbindungen: [l-"C]Acetat (99% "C) wnrde von Cambridge Isotope 
Laboratories (Cmibridge, MA. USA) bezogen, Hi'O (97.9% '*O oder 10% "0) 
von Isotec Inc. (Miamishurg, OH, USA). [l-'3C,180,]Acetat wurde aus [ l -  
"CIAcetat und HinO (97% '*O) synthetisiert [24]. 
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Hexakis( trifluormethy1)tetrazan ** 
Burkhard Krumm, Ashwani Vij, Robert 
J. Kirchmeier", Jean'ne M. Shreeve" und Heinz 
Oberhammer * 

Kein Element des Periodensystems kann mit Kohlenstoff 
konkurrieren, wenn es um die Zahl der in Reihe gebundenen 
Atome in geslttigten Verbindungen geht. Es gibt aber auch sta- 
bile Kettenverbindungen aus anderen Elementen, besonders in 
Anwesenheit von Fluor, fluorierten Gruppen oder anderen elek- 
tronegativen Substituenten, z.B. CF,(O),CF, (n = 1-3) und 
O,F, (n = 1, 2, 4). Auch fluorierte Kettenverbindungen mit 
Stickstoff zeigen iiberraschende hydrolytische, thermische und 
chemische Stabilitat, wahrend die entsprechenden Wasserstoff- 
verbindungen Diazan, Triazan und Tetrazan mit wachsender 
Kettenlange zunehmend instabil sind. Wihrend Tris(perfluor- 
alky1)amine N(Rf)3t1 - 31 und Tetrakis(perfluora1kyl)diazane 
(Rf)2NN(R,),[43 51 gut bekannt sind und auch ihre Strukturen in 
der Gasphase bestimmt wurden, sind Synthese und Eigenschaf- 
ten von per- und polyfluoralkylsubstituierten Tetrazanen erst 
kiirzlich beschrieben wordenl5> '1. Alle bekannten fluorierten 
Tetrazane bilden relativ dichte Fliissigkeiten geringer Fliichtig- 
keit und erstarren glasartig, wodurch Einkristall-Rontgenstruk- 
turanalysen nicht moglich sind. Deshalb wurde die kleinste und 
hochstsymmetrische Verbindung dieses Typs, Hexakis(trifluor- 
methy1)tetrazan 4 fur eine Strukturbestimmung mit Hilfe der 
Elektronenbeugung in der Gasphase ausgewahlt['I. 

Unsere Synthese von 4 unterscheidet sich von der von Eme- 
Ieus et al.['l und bietet einen einfachen Zugang zu dieser N,-Ver- 
bindung (Schema 1). Die Umwandlung von N-Chlor-N-chlor- 
difluormethyldiazan 1 in das Difluormethylendiazan 2 erreicht 

Me,SnCl 
(CF,), NN(CI)CF,CI - (CF,), NN = CF, 

2 -CI, 1 

2 + C1F - (CF,),NN(CI)CF, 
3 

hv 
2 x 3 (CF,),N-N(CF,)-N(CF,)-N(CF,), 

-CI, 4 
Schema 1 

man durch Einsatz katalytischer Mengen von Chlortrimethyl- 
stannan rnit Benzonitril als Losungsmittel. Chlor wird ohne Bil- 
dung von Nebenprodukten auf einfache Weise entfernt. Das 
intermediare Trimethylstannyldiazan spaltet Chlortrimethyl- 
stannan ab und ergibt 2. Das Chlorstdnnan reagiert erneut mit 
1 unter Entstehung von Cl,. Dieser Vorgang setzt sich fort, bis 
1 vollstiindig verbraucht ist. Dies ist eine bequeme Methode zur 
Herstellung von perfluorierten Difluormethylenaminen (oder 
-azanen). Die Doppelbindung kann mit CIF unter Bildung des 
N-Chlor-N-trifluormethyldiazans 3 chlorfluoriert werden. Es 
ist bekannt, daB N-Chlordiazane bei Photolyse Chlor abgeben 
und zu Tetrazanen dimeri~ieren[~I. Auf diesem Wege wird Hexa- 
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