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Metaboliten aus marinen Ciliaten mit einem
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In memoriam Antonino Fava

Einzellige Organismen der Klasse Ciliophora (Ciliaten�
Wimpertierchen) haben vor kurzem das Interesse an Sekun-
därmetaboliten mariner Einzeller verstärkt, da diese Orga-
nismen bereits höchst ungewöhnliche Sesqui- und Diterpene
zugänglich gemacht haben.[1] Wir beschreiben hier zwei
Verbindungen mit einem ungewöhnlichen C30-Rückgrat aus
tropischen Unterarten von Euplotes vannus, einem Orga-
nismus, der eine fundamentale Rolle im Stoffkreislauf des
Ökosystems Meer spielt.

Die neuen Verbindungen, Vannusal A 1 und Vannusal B 2,
wurden aus den Stämmen Sil21 und BUN3 von Euplotes
vannus isoliert, wobei im Fall von Sil21 mehr Vannusal A 1
und im Fall von BUN3 mehr Vannusal B 2 gewonnen wurde.
Bis auf die absolute Konfiguration wurden ihre Strukturen
und die ihrer Derivate 3 ± 7 (Schema 1) massenspektrome-
trisch und NMR-spektroskopisch (Tabelle 1) vollständig auf-
geklärt.

Experimentelles

p-Methoxyacetophenonhydrazon[16] wurde durch Reaktion mit Ph3PBr2 in
Benzol in Gegenwart von Et3N (2 ¾quiv.) in das entsprechende Triphenyl-
phosphazin 1 überführt.[17] 1 (0.46 g, 1.1 mmol) sowie [Bu4N]2[Mo6O19][18]

(1.00 g, 0.73 mol) wurden in Pyridin (10 mL) bei 80 8C 5 h unter N2 gerührt.
Die Reaktionsmischung wurde filtriert, flüchtige Bestandteile im Vakuum
verdampft und der rote Rückstand nacheinander mit Et2O und Toluol
gewaschen, wobei 0.93 g (84 %) 2 als analysenreiner, dunkelorangefarbe-
ner Feststoff erhalten wurden. Kristalle wurden gezüchtet, in dem man
Et2O-Dampf bei 25 8C in eine CH3CN-Lösung von 2 diffundieren lieû.
Elementaranalyse für C41H82Mo6N4O19 (%): ber.: C 32.60, H 5.47, N 3.71;
gef.: C 32.84, H 5.54, N 3.82; 1H-NMR (400.1 MHz, CD3CN, 25 8C): d�
7.85, 7.83, 6.98, 6.96 (AA'BB', 4H; C6H4), 3.85 (s, 3H; OCH3), 2.73 (s, 3H;
CH3), 3.09 (m, 16H; NCH2), 1.60 (m, 16H; CH2), 1.34 (m, 16 H; CH2), 0.96
(t, 24H; CH3); IR (Nujol): nÄ � 1610 (C�N), 986, 956 (Mo-O) cmÿ1; UV/Vis
(CH3CN): lmax (e)� 397 (7.7� 104), 311 nm (7.3� 104).
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Das Fast-atom-bombardment(FAB)-Massenspektrum von
1 enthält einen Peak für das protonierte Molekülion
([M�H]� , m/z 585) und einen Peak bei m/z 507 für ein
Fragmention ([M�HÿH2OÿCH3COOH]�). Eine Molekül-
massenbestimmung anhand des Peaks mit der höchsten
Masse im hochauflösenden EI-Massenspektrum bei m/z 506
([MÿH2OÿCH3COOH] .�) ergab die Summenformel
C34H48O8 und somit, in Übereinstimmung mit dem NMR-
Spektrum, die korrekte Zahl der Ringe und Doppelbindun-
gen. Wir konnten die vier Struktureinheiten A ± D charakte-
risieren, die teilweise überlappen und das gesamte Molekül
ausmachen.

Die Struktureinheit A zeichnet sich dadurch aus, daû das
für die Struktur entscheidende Atom H29 sowohl eine 3J-
Heterokopplung mit C29-O-C�O, C4 und C5 als auch
Homokopplungen und NOE-Wechselwirkungen mit H3 und
H6 aufweist. Die Struktureinheit B läût sich aus den 3J-
Kopplungen von H7 mit C10 und C12, von H12 mit C7 und
C14, von H27 mit C14 sowie von H28 mit C9, C11 und C13
ableiten. Des weiteren beruht die starke Kopplung von H6
mit H7 auf dem Vorliegen einer trans-diaxialen Konforma-
tion. Diese stimmt überein mit der in Abbildung 1 gezeigten,
durch Kraftfeldrechnungen bestimmten Konformation mit
der niedrigsten Energie.

Die Allylpositionen von H7 und H10 wurden sowohl durch
deren Abschirmung als auch die 4J-Kopplung mit H12 abge-
sichert und die pseudoaxiale Position der Hydroxygruppe an
C28 durch die kleine Kopplungskonstante J10,28 . Weitere
Beweise für die Verknüpfung der Struktureinheiten A und
B liefern NOESY-NMR-Spektren, die die Wechselwirkung
von H29 mit Hb8, H7 mit Ha8, H10 und H12 mit H25 sowie
H28 mit H10 und Hb9 erkennen lassen. Die Zuordnung der
Struktureinheit C wird durch das Kopplungsmuster von H26
(3J-Heterokopplung mit C26-O-C�O, C15 und C28 und
auûerdem die 4J-Homokopplung mit Hl15), die Kopplung

von Hl15 mit beiden Protonen
an C16 sowie die 3J-Homokopp-
lung von Hl16 mit H17 und die
3J-Heterokopplung mit C14, C15
und C26 belegt. Die Aufklärung
der Struktureinheit C ist kritisch
wegen der groûen Zahl quartä-
rer Stereozentren[2] (C13, C14
und C18, diese dürften auch bei
einer Totalsynthese von Vannu-
sal A Probleme bereiten) und
der spinisolierten Lage von
C11. Die pseudoäquatoriale La-
ge von C26-OAc und die Brük-
kenkopf-Konfiguration werden
durch NOE-Wechselwirkungen
von H27 mit H17 und H26, von
Hl15 mit Hl16 und H28 sowie
von H28 mit der Hydroxygruppe
an C28 gestützt. Die W-Bezie-
hung von Hl15 und H28 beruht
auf der schwachen gegenseitigen
Kopplung dieser Protonen. Die
Wasserstoffbrücke über C25-

OH ´´´ O�C(Me)O-C26, die die Unabhängigkeit des C25-
OH-Signals von der Probenkonzentration in C6D6 erklärt,
ist hingegen für einen achtgliedrigen Ring ungewöhnlich
stark.

Die Struktureinheit D läût sich schlieûlich aus den 3J-
Heterokopplungen von H25 mit C19, C22 und C26, von H17
mit C19 sowie von H323 und H3243 mit C21, ferner durch 2J-
Heterokopplungen von C18 mit H25, H26 und H219 ableiten.
Die relativen Konfigurationen an C18 und C25 wurden durch
NOE-Wechselwirkungen von H25 mit Hr16 und H17, von H26
mit H19a und von H17 mit H19b nachgewiesen.

Für die Struktur von Vannusal B 2 gibt es ähnliche spek-
troskopische Befunde. Zusätzlich wurden die Zuordnungen
der Strukturen von 2 und 1 durch Überführung in die
Derivate 3 ± 7 erhärtet (Schema 1), die wie 1 und 2 durch
MS- und NMR-Spektren charakterisiert werden konnten. So
wurde 1 mit Pyridiniumchlorochromat (PCC) an den sekun-
dären Hydroxygruppen zu 4 und dem Nebenprodukt 3
oxidiert (a). 4 isomerisierte zum a,b-konjugierten Enon 5 :
in CDCl3-Lösung nur langsam (b), schneller hingegen nach
Zugabe von p-Toluolsulfonsäure, die auûerdem Wasserab-
spaltung bewirkte und deshalb zu einem Gemisch aus 5 und 6
führte (c). Entscheidend war die Reduktion der Formylgrup-
pe von 1 mit NaBH4 in MeOH zur primären Hydroxygruppe
(d). Auf diese Weise konnten wir die bis dahin unklare
Umgebung der Formylgruppe durch die veränderten chemi-
schen Verschiebungen im Produkt 7 ermitteln (stärkste
Signalverschiebungen DdH bei H12 (�0.25), H17 (ÿ0.34),
H7 (ÿ0.10), H10 (�0.07); DdC bei C13 (ÿ14), C12 (ÿ11),
C11 (ÿ11)). Bemerkenswerterweise ging die Reduktion der
Formylgruppe von 1 mit einer regiospezifischen Hydrolyse
der Estergruppe an C26 einher, in Analogie zur leichten
Hydrolyse von 1 zu 2 in basischem Methanol (durch Zugabe
von wenig KOH; e) und in Analogie zur glatten Reduktion
von 2 zu 7 mit NaBH4 in MeOH (d).

Schema 1. Die Strukturen von Vannusal A 1, Vannusal B 2 und ihrer Derivate. a) PCC in CH2Cl2; b) langsam in
CDCl3 bei RT; c) schnell in CH2Cl2 mit einer katalytischen Menge an p-Toluolsulfonsäure; d) NaBH4 (3 ¾quiv),
RT, 20 min; e) KOH/MeOH, RT, schnell.
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Abbildung 1. Durch Kraftfeldrechnungen ermittelte energieärmste Kon-
formation von Vannusal A 1 .

Da keine mikrobischen Symbionten von E. vannus, die
Vannusal A 1 oder Vannusal B 2 produzieren könnten, be-
kannt sind und da diese Verbindungen auch nicht von der
Grünalge Dunaliella salina produziert werden, dem Nährstoff
von E. vannus, müssen 1 und 2 Produkte der Ciliaten sein.

Bindungsspaltungen zwischen C3 und C29, C7 und C11
sowie C21 und C25 von 1 und 2 ergeben die C1 ± C9- und
C20 ± C25-Abschnitte des Rückgrats von Squalen 8, das
allerdings durch weitere Bindungsspaltungen nicht vollstän-
dig erhalten werden kann. Man könnte sich allerdings, von

einer hypothetischen Squalen-artigen Vorstufe[3] ausgehend,
einen Syntheseweg zu 1 und 2 vorstellen, der bisher bei-
spiellose Bindungsbildungen zwischen C15 und C28 sowie
C12 und C14 beinhalten würde und eine anschlieûende C13-

Tabelle 1. NMR-Daten von Vannusal A 1 in CD3OD und C6D6 (1H-NMR bei 600 MHz, 13C-NMR bei 150 MHz).

Atom In CD3OD In C6D6
1H 13C 1H 13C

a 4.757 dq (1.4, 0.9) a 4.881 dq (1.4, 0.9) 111.60 t
1

�
111.45 t

b 4.825 q (1.4) b 4.951 q (1.4)
2 ± 144.78 s ± 144.32 s
3 2.547 br.ddd (3.3, 7.9, 11.4) 52.11 d 2.197 br.ddd (3.5, 7.4, 11.8) 51.74 d

a 1.99 m a 1.98 m
26.30 t4

�
26.61 t

b 1.78 m b 1.62 m
a 1.93 a 1.45 m 28.76 t

5
�

28.97 t
b 1.74 b 1.65 m

6 2.009 dq (3.3, 9.7) 50.76 d 1.384 dq (3.5, 10.0) 50.27 d
7 2.477 dddd (1.8, 6.6, 7.8, 9.7) 45.20 d 2.385 dddd (1.3, 6.6, 8.4, 10.0) 44.53 d

a 1.475 tdd (6.6, 11.8, 13.0) a 1.209 tdd (6.6, 11.9, 12.6)
30.63 t8

�
31.05 t

b 1.859 dddd (1.8, 6.6, 7.8, 13.0) b 1.817 dddd (1.8, 6.6, 8.4, 12.6)
a 2.248 dddd (1.8, 6.6, 8.1, 13.0) a 2.131 dtd (1.8, 8.4, 12.7)

33.62 t9
�

33.65 t
b 1.309 dddd (1.8, 7.8, 11.8, 13.0) b 1.142 dtd (7.2, 11.9, 12.7)

10 2.278 dddd (1.8, 2.4, 7.8, 8.1) 51.82 d 2.448 dddd (1.8, 3.2, 7.2, 8.4) 51.23 d
11 ± 157.08 s ± 156.54 s
12 5.555 dd (1.8, 2.4) 114.72 d 5.302 dd (1.3, 3.2) 114.32 d
13 ± 69.21 s ± 68.78 s
14 ± 57.59 s ± 57.34 s

links 1.041 ddt (2.4, 2.8, 12.7) links 1.026 ddt (1.3, 2.5, 12.7) 25.30 t
15

�
25.41 t

rechts 1.975 ddd (5.7, 9.0, 12.7) rechts 1.943 ddd (5.9, 9.0, 12.7)
links 1.529 ddt (3.8, 5.7, 12.7) links 1.441 ddt (3.8, 5.9, 12.7) 22.45 t

16
�

22.59 t
rechts 2.493 ddd (2.8, 9.0, 12.7) rechts 2.753 ddd (2.5, 9.0, 12.7)

17 2.635 d (3.8) 51.67 d 2.417 d (3.8) 50.74 d
18 ± 56.78 s ± 55.38 s

a 1.463 m a 1.373 m
38.47 t19 39.87 t

b 1.545 ddd (6.3, 7.8, 12.6) b 1.635 ddd (6.3, 7.8, 12.6)
a 1.634 dddd (3.1, 6.3, 7.8, 12.6) a 1.082 dddd (3.1, 6.3, 7.8, 12.6)

23.61 t20 24.12 t
b 1.345 dddd (6.6, 10.6, 11.4, 12.6) b 1.405 m

21 1.808 ddd (6.6, 7.8, 11.4) 60.55 d 1.680 ddd (7.8, 8.3, 10.7) 57.43 d
22 ± 71.90 s ± 72.30 s
23 1.238 s 29.24 q 1.118 s 30.35 q
24 1.160 s 28.18 q 1.004 s 26.33 q
25 4.162 d (6.6) 76.54 d 4.189 d (8.3) 77.56 d
26 5.160 d (2.4) 79.40 d 5.552 d (2.4) 79.62 d
27 9.690 s 200.76 d 9.690 s 198.07 d
28 3.537 d (1.8) 71.06 d 3.784 dd (1.8, 8.9) 70.40 d
29 5.433 t (3.3) 78.06 d 5.433 t (3.5) 76.69 d
30 1.762 br. t (0.9) 24.02 q 1.876 br. t (0.9) 24.45 q
C26-OC(Me)�O ± 172.10 s ± 169.75 s
C26-OC(Me)�O 1.972 s 20.94 q 1.689 s 21.12 q
C29-OC(Me)�O ± 173.00 s ± 171.63 s
C29-OC(Me)�O 2.084 s 21.53 q 1.781 s 21.34 q
HO-22 1.72 br. s
HO-25 2.03 br. s
HO-28 4.608 d(8.9)
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¹Heterosupramolekulareª Chemie:
programmierte Pseudorotaxan-
Selbstorganisation an einer
Nanokristalloberfläche**
Donald Fitzmaurice,* S. Nagaraja Rao, Jon A. Preece,
J. Fraser Stoddart, Sabine Wenger und
Nelsi Zaccheroni

Die Abhängigkeit der elektronischen und optischen Eigen-
schaften metallischer Halbleiter-Nanokristalle von deren
Gröûe ist eingehend untersucht worden.[1] Die Untersuchun-
gen wurden durch die Herstellung von Dispersionen weitge-
hend defektfreier Nanokristalle mit engen Gröûenverteilun-
gen erleichtert, wobei die Nanokristalle durch chemisorbierte
langkettige Alkane stabilisiert werden.[2±8] Dies führte zu
grundlegenden Erkenntnissen über die Faktoren, durch die
makroskopische elektronische und optische Eigenschaften in
Metallen und Halbleitern hervorgerufen werden.[3, 9]

Die Untersuchungen konzentrieren sich zunehmend auf die
kollektiven elektronischen und optischen Eigenschaften von
metallischen und Halbleiter-Nanokristallen.[3, 10, 11] Derzeit
werden diese Studien durch die Herstellung von selbstorga-
nisierten Nanokristall-Anordnungen erleichtert.[1, 5, 10±14] Be-
sonders interessiert ist man daran, wie die Abhängigkeit der
elektronischen und optischen Eigenschaften von der Gröûe
der Nanokristall-Bestandteile zur Optimierung der kollekti-
ven Eigenschaften genutzt werden können.

Organisierte nanokristalline Überstrukturen werden übli-
cherweise an einer Luft-Wasser-Grenzfläche mit der Lang-
muir-Blodgett-Technik (zweidimensional)[12] oder an einem

Abspaltung. Unter dem Gesichtspunkt, daû Abzyme sich
nicht unbedingt an chemische Regeln halten,[4] scheint eine
auûergewöhnliche Abtrennung des benachteiligten primären
Allylprotons im Verlauf der Squalen-Biosynthese[5] viel ein-
leuchtender, um die zentralen Ringschlüsse von 1 oder 2 über
die Bindung C28-C14 zu erklären. Diese Möglichkeit sollte in
weiteren biosynthetischen Experimenten geklärt werden. Die
von uns beschriebene molekulare Diversität legt auf jeden
Fall nahe, daû Ciliaten wie die Stämme von E. vannus einen
Grenzbereich besetzen,[6, 7] den man in bezug auf die Orga-
nisation der biologischen Vielfalt besonders beachten sollte.[6]

Experimentelles

Die Stämme Sil21 und BUN3 von Euplotes vannus (Müller, 1786) wurden
im August 1996 an den Küsten der Inseln Siladen und Bunaken gesammelt,
nordwestlich von Menado, Indonesien. Ihre Zugehörigkeit zu E. vannus
(die zur Gruppe mariner einzelliger Dargyrom-Cirrotyp-10-Arten, Euplo-
tes vannus-crassus-minuta, gehört) wurde klassisch-taxonomisch (d. h.
morphologisch) bestimmt.[8] Zur Kulturgewinnung wurden die Stämme
Sil21 und BUN3 in getrennten flachen 30-Liter-Tanks vermehrt und mit
Dunaliella salina ernährt. Durch zwei Teilungen pro Tag sowie Zugabe von
überschüssiger Nahrung wurden die Kulturen bei 23� 1 8C und einem Tag-
und Nacht-Rhythmus von 12 h aufrechterhalten. 14 mL der zentrifugier-
ten, dichtgepackten Zellen des Sil21-Stammes (ca. 2� 108 Individuen)
wurden in Ethanol gelöst. Das Lösungsmittel wurde abgezogen und der
Rückstand durch HPLC an einer Merck-Lichrosphere-RP18-Säule (25�
1 cm) gereinigt (CH3CN/H2O 7:3, 5 mL minÿ1). 1: tR� 8.7 min, 9.3 mg;
Schmp. (H2O) 95 8C; [a]20

D �ÿ17, [a]20
365�ÿ287 (c� 0.3, MeOH); CD

(MeOH): l [nm] (De [8Lmolÿ1 cm])� 229 (�6.2), 304 (ÿ5.4); UV
(MeOH): lmax [nm] (e [mÿ1 cmÿ1])� 229 sh (6600), 304 (1300). 2 : tR�
6.2 min, 1.4 mg; amorphes Pulver; [a]20

D � 0, [a]20
365�ÿ85 (c� 0.05,

MeOH); CD (MeOH): l [nm] (De [8Lmolÿ1 cm])� 228 (�5.4), 308
(ÿ3.1); UV/Vis (MeOH): lmax [nm] (e [mÿ1 cmÿ1])� 229 (5100), 301 (1100).

Die NMR-Spektren wurden auf Bruker-AMX-600- und Varian-XL-300-
Spektrometern aufgenommen (ausgerüstet für inverse Detektion), Lö-
sungsmittelsignale als Standard für chemische Verschiebungen (dH� 3.310
und dC� 49.00 für CD3OD; dH� 7.150 und dC� 128.50 für C6D6),
Kopplungskonstanten in Hz, Probentemperatur 20 8C. Mit dem Programm
GMMX wurde eine Konformationsraumuntersuchung durchgeführt (die-
ses Programm basiert auf dem MMX-Kraftfeld; Serena Software, Bloo-
mington, IN). Die gefundenen Minima wurden mit dem MM3(96)-Pro-
gramm (von N.L. Allinger et al. , vertrieben durch QCPE, Indiana
University, 17/1, 1997) mit der Newton-Raphson-Methode verfeinert.
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