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Siphonazol, ein ungewohnlicher Naturstoff aus
Herpetosiphon sp.
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Bakterien sind eine beeindruckende Quelle von Sekundér-
stoffen mit biologischer Aktivitit. Bislang haben jedoch nur
wenige taxonomische Gruppen Eingang in die Naturstoff-
chemie gefunden, darunter vor allem Actinomyceten, Bacilli,
Pseudomonaden und Myxobakterien.

Mittels phylogenetischer Studien konnte gezeigt werden,
dass die Diversitdat mikrobieller Populationen in natiirlichen
Habitaten bei weitem groBer ist, als in der Vergangenheit
angenommen wurde. Viele bislang noch wenig untersuchte
Gruppen haben eine eigensténdige evolutionidre Entwicklung
durchlaufen. Diese Organismen zeigen eine Reihe von phé-
notypischen Besonderheiten, und es ist anzunehmen, dass sie
auch im Hinblick auf ihren Sekundédrmetabolismus unge-
wohnliche Wege beschreiten.

Unser Interesse richtet sich in diesem Zusammenhang auf
das Phylum Chloroflexi, das frith von dem eubakteriellen
Stamm abzweigte und dessen Vertreter neben ihrer gleiten-
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den Fortbewegung durch einen fiir Gram-negative Bakterien
ungewdhnlichen Zellwandaufbau gekennzeichnet sind.[!

Sequenzanalysen der diesem Phylum untergeordneten
Gattung Herpetosiphon zeigten auffillige Anomalien in
hochkonservierten Bereichen der ribosomalen RNA. Daraus
wurde auf eine rasche evolutionidre Entwicklung geschlossen.
Schon jetzt haben sich diese Organismen weit von ihren
thermophilen Vorlaufern entfernt.”! Obwohl Herpetosiphon-
Stamme aus einer Vielzahl von Habitaten isoliert werden
konnen, ist die Gattung hinsichtlich ihres Sekundérstoft-
wechsels nicht ndher charakterisiert.

In einem NMR- und LC-MS-basierten Screening wurden
nun zehn verschiedene Herpetosiphon-Stimme auf ihr Me-
tabolitenspektrum hin untersucht. Dabei entdeckten wir eine
ungewohnliche Verbindung, die aus einer Styrol-Einheit, zwei
tiber eine C,-Briicke verkniipften Oxazolringen und einer
bisher nicht beschriebenen Amid-gebundenen N-Penta-
[2,4]dien-Seitenkette besteht. Obschon der Metabolit in be-
stimmten Bereichen Ahnlichkeit mit Naturstoffen aus My-
xobakterien aufweist, ist die vorliegende Kombination der
Strukturelemente einzigartig und macht diese Verbindung
zum ersten Vertreter einer neuen Strukturklasse. Wir be-
richten hier iiber die Strukturaufkldrung und Biosynthese
dieses Naturstoffes, den wir als Siphonazol bezeichnet haben.

Zur Gewinnung der Substanz wurde der produzierende
Stamm als Schiittelkultur bei 28°C in Peptonmedium unter
Zusatz des Amberlite-Harzes XAD-16 angezogen. Nach
Extraktion des Adsorberharzes mit Aceton wurden hydro-
philere Nebenprodukte durch Verteilung zwischen 60-proz.
Methanol und Dichlormethan entfernt. Chromatographie der
Dichlormethanphase an Kieselgel und abschlieBende Auf-
reinigung mittels RP-HPLC lieferten 31 mg Siphonazol (1)
und 1 mg des Dimethoxyderivates 2.
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Aus dem HR-EI-Massenspektrum von 1 (m/z = 463.1743)
konnte die Summenformel eindeutig als C,sH,sN;O¢ be-
stimmt werden. Dagegen zeigte ein 1D-"*C-NMR-Spektrum
in [D,]MeOH nur 24 Signale. In [Dg]Aceton und [D4]DMSO,
wo keine Keto-Enol-Tautomerie auftritt, wurde das fehlende
C-Atom (C-5) bei 6 =40.0 ppm detektiert und mittels DEPT
einer Methylengruppe zugeordnet.

Anhand von 'H-'H-COSY- und 'H-"C-HMBC-Korrela-
tionen lassen sich sowohl die C¢H;-CH=CH-Partialstruktur
wie auch die ungesittigte aliphatische Seitenkette ableiten
(Tabelle 1). Die para-Stellung der Methoxygruppe an der
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Tabelle 1: NMR-spektroskopische Daten von Siphonazol (1) in
(CD;),CO.
C O Oy, mult., int., J[Hz]  COSY- HMBC-Korrelationen
Nr. Korre- ("H—="C, 'TH—"N)
lationen
1 161.9
2 1305
3 153.7
4 156.7
5 400 442,s5,2H C-4,6,N-3
6 190.0
7 1352
& 1559
9 159.9
10 1114 6.83,d,1H, 16.4 H-11 C9, 11,12, N-2
11 138.1 7.43,d,1H, 16.4 H-10 C-9,10,12,13,17,
N-2
12 1294
13 1139 7.21,d,1H, 2.2 H-17 C-11,14,15,17
14 147.8
15 150.0
16 1123 6.98,d,1H, 8.3 H-17 C-12, 14,15
17 1213 7.3,dd, TH, H-13, H-16 C-11,13, 15
8.3 (i6,11): 2.2 (J13,17)
18 115 2.58,s,3H C1,2,3,N-3
19 122 262,5,3H C-6, 7,8, N-2
20 56.2 3.88,s,3H C-15
1" 40.6 4.00,d,2H,59 H-2' C-1, 2,3, N-1
2" 131.8 5.79,dt, 1H, H-1/, 3’ C-1, 4, N-1
15.2 (Jz,3), 5.9 Ur2)
3" 1327 6.21,dd, TH, H-2', 4 C1,5
15.2,10.5 (Jy. 4)
4" 137.5 6.35,ddd, 1H, H-3", 5'a, c2
16.9 (Ju. 52), 105, 5'b
103 (s 5)
5 116.9 a5.15,dd, 1H, H-4', 5'b C3, 4
16.9, 2.0 (Js, 50);
b 5.01, dd, TH, 10.3, H-4, 5a C-3
2.0
N On O, mult., int., J [HZ] HMBC-Korrelationen
Nr. (H="¢)
1 108 7.58,t,1H, 5.9 c1, 1
2 249
3 251

Styrol-Einheit konnte durch ein selektives NOESY-Experi-
ment bestédtigt werden. Die Amidfunktion in der aliphati-
schen Seitenkette ergibt sich aus Schliisselfragmenten im EI-
Massenspektrum mit m/z = 67 und 396 bzw. m/z =82 und 381,
die auf eine allylische Spaltung bzw. a-Spaltung der Carbo-
nylfunktion zuriickzufiihren sind (Abbildung 1, siche HR-EI-
MS-Daten von 1).

Die Struktur des zentralen Teils des Molekiils, der aus
zwei Methyloxazolringen besteht, ist dagegen erst nach Aus-
wertung von 'H-""N-Fernkopplungen zuginglich (Abbil-
dung 2). Korrelationen von H-10 und H-11 zu einem Stick-
stoffatom mit Resonanz bei 6 =249 ppm deuteten auf eine
Verkniipfung der Styrol-Einheit mit einem Oxazolring hin.”’
Uber eine schwache Korrelation von Hg)-19 zu demselben
Stickstoffatom sowie anhand von 'H-“C-HMBC-Daten
konnten die beiden noch fehlenden Kohlenstoffatome des
Oxazols als C-7 und C-8 identifiziert werden. Der zweite
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Abbildung 1. Schliisselfragmente von 1 im EI-MS.

o S/ NAcow,
HaC A ay=ost
SN =249
—
OH
Ha™©

Abbildung 2. "H-""N-Weitbereichskopplungen in 1.

Methyloxazolring wurde iiber 'H-"’N-Weitbereichskopplun-
gen von H,)-5 und H3)-18 zu einem Stickstoffatom mit Re-
sonanz bei 6 =251 ppm aufgeklirt. Aus 'H-"C-Fernkopp-
lungen von H;)-19 zu C-6 sowie von H)-5 zu C-4 und C-6
ergab sich schlielich eine Verkniipfung der beiden Oxazol-
ringe iiber eine C,-Briicke.

Die Positionierung der Methylgruppen an den Oxazol-
ringen erfolgte auf der Grundlage von "*C-chemischen Ver-
schiebungen und wurde mit selektiven INEPT-Experimenten
verifiziert.! Bei einer C-H-Kopplungskonstante von 7 Hz
(*Jcy) wurde die Polarisation von H)-19 auf ein quartéres
Kohlenstoffatom bei 6=135.2ppm (C-7) iibertragen. In
gleicher Weise wurde nach Einstrahlung auf die Resonanz-
frequenz von H;)-18 das Kohlenstoffatom in Position 2 an-
geregt. Die Konfiguration der Doppelbindungen ergab sich
aus der GroB3e der vicinalen Protonen-Kopplungskonstanten
(siehe Tabelle 1).

Die Strukturelemente von Siphonazol lassen vermuten,
dass an der Biosynthese unterschiedliche Stoffwechselwege
beteiligt sind. Als Ausgangsverbindung in der Biosynthese
wurde zunichst eine von Phenylalanin abgeleitete Zimtséure
postuliert. Durch Kondensation mit Threonin und nachfol-
genden Ringschluss konnte dann der erste Methyloxazolring
gebildet werden. Der néchste Schritt wére eine eher unge-
wohnliche Erweiterung des Heterocyclus mit Acetat, gefolgt
von einer weiteren durch nichtribosomale Peptidsynthetase
(NRPS) katalysierten Kondensation und Cyclisierung mit
Threonin. Fiir die Bildung der aliphatischen Seitenkette sind
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prinzipiell zwei Wege denkbar: Zum einen kann eine CsN-
Einheit ausgehend von Lysin gebildet werden. Infolge einer
anschliefenden intramolekularen Mannich-Reaktion liegt
diese jedoch meist als Piperidin-Ring vor.’! Ein Aufbau der
Seitenkette aus Glycin und Propionat erschien uns demzu-
folge wahrscheinlicher.

Zur Untersuchung der Biosynthese wurden Fiitterungs-
experimente mit *C-markierten Vorstufen durchgefiihrt
(Tabelle 2). Die Fiitterung von [1-*C]Acetat resultierte in

Tabelle 2: "*C-Anreicherung in Siphonazol (1) nach Fitterung von
[1-®CJAcetat (A), [1,2-"°C,]Acetat (B), [1-*C]Glycin (C), [1,2-"°C,,"°N]Gly-
cin (D) und [Methyl-*C]Methionin (E)."

Nr. A B C D E
1 1.2 1.2 12 1.1 1.0
2 1.0 1.1 1.1 1.2 1.2
3 1 1.0 1.2 1.1 1.0
4 6.1 5.8(64) 1.0 1.2 1.2
5 0.6 4.0(64) 0.8 0.9 1.0
6 1.0 11 1.1 1.2 1.2
7 1.0 0.9 1.1 1.0 13
8 0.9 1.0 12 1.2 1.2
9 6.4 6.0(81) 1.1 1.4 1.1
10 0.8 43(81) 0.9 1.0 1.2
11 3.0 23 0.9 1.0 1.1
12 0.8 12 1.1 1.1 1.2
13 0.7 1.1 0.8 0.9 1.0
14 0.8 1.0 0.9 1.0 1
15 13 1.2 1.1 1.2 1.0
16 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
17 0.9 13 0.8 1.0 1.0
18 1.2 12 1.2 1.2 1.2
19 1.0 12 1.1 1.0 1.0
20 0.9 0.8 1.0 2.9 18.4
v 0.9 1.0 0.9 8.8(46) 1.2
2 22 22 17.4 10.9(46) 1.2
3 1 9.6(54) 1.0 12 13
4 10.1 8.8(54) 1.7 1.7 1.8
5 1.2 9.7 13 1.4 15

[a] Die Signalintensitaten wurden auf das "*C-Signal von C-16 normiert.
Kopplungskonstanten (in Hz) sind in Klammern angegeben. Die fett-
gedruckten Zahlen zeigen einen eindeutigen Einbau der entsprechenden
Vorstufe an.

einer *C-Anreicherung in den Positionen 4, 9, 11, 2’ und 4’
von 1. Unmarkiert blieben dagegen die aromatischen C-
Atome der C¢H;-CH=CH-Einheit. Da schon das Hydroxy-
lierungsmuster des Styrolteils fiir eine von Shikimat abgelei-
tete Struktur sprach, konnte ein Aufbau des Phenylringes aus
Acetateinheiten nun definitiv ausgeschlossen werden.

Das beobachtete Markierungsmuster lésst sich auch nicht
mit dem Einbau einer von Phenylalanin abgeleiteten Zimt-
sdure in Einklang bringen. Nach Metabolisierung iiber den
Citronensiurezyklus und Gluconeogenese gelangt [1-*C]-
Acetat als [1-"C]Phosphoenolpyruvat in den Shikimatstoff-
wechsel. Obwohl an der Biosynthese von Phenylalanin ins-
gesamt zwei Phosphoenolpyruvat-Einheiten beteiligt sind,
wiirde ein Einbau von Phenylalanin-abgeleiteter Zimtséure
nur zu einer Anreicherung im C-9-Atom von 1 fithren. Grund
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hierfiir ist der Verlust eines markierten C-Atoms durch De-
carboxylierung im Zuge der Aromatisierung von Prephen-
sdure, die nach Claisen-Umlagerung aus Chorisminsédure ge-
bildet wird. Aufgrund des Markierungsmusters und der un-
terschiedlichen Anreicherungsraten in C-9 und C-11 postu-
lieren wir Benzoesdure (oder ein hydroxyliertes/methoxy-
liertes Derivat) als Ausgangsverbindung fiir die Biosynthese
von 1.9 Selbige wird dann durch Kondensation mit Acetyl-
CoA zu einer Phenylpropan-Einheit erweitert (Schema 1).
Fiir unsere Hypothese zum Aufbau der Seitenkette sprach
die Markierung in C-2' durch [1-*C]Acetat. Sie ist Folge einer
intensiven Metabolisierung iiber [1-'*C]Oxalacetat (Citro-
nensiurezyklus) und [1-"*C]-3-Phosphoglycerat (Gluconeo-
genese) zu [1-°C]Glycin. Der deutliche Einbau von [1-*C]-
Glycin in C-2' sowie von intaktem [“*C,,"°N]Glycin in die
Seitenkette riumte schlieBlich die letzten Zweifel aus."®
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Schema 1. Postulierte Biosynthese der Siphonazol-Grundstruktur.
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Uberraschenderweise fiihrte die Fiitterung mit [1-°C]-
Propionat nicht zu einer Markierung des C-5'-Atoms. Dage-
gen waren im *C-NMR-Spektrum der [1,2-"C,]Acetat-mar-
kierten Verbindung alle drei verbleibenden C-Atome in der
Seitenkette (C-3’, C-4' und C-5') angereichert, wobei zwi-
schen C-3' und C-4’ eine deutliche homonucleare Kopplung
auftrat. Da C-5' im vorhergehenden Versuch mit [1-'*C]-
Acetat nicht markiert worden war, muss die letzte Acetat-
Einheit nach ihrem Einbau decarboxyliert worden sein. Die
Fiitterung mit [Methyl-“C]Methionin fiihrte wie erwartet zu
einer Anreicherung in C-20.

Die Struktur und die Biosynthese von Siphonazol sind in
mehrerlei Hinsicht bemerkenswert. Die Bildung von Natur-
stoffen iiber kombinierte Polyketidsynthase(PKS)/NRPS-
Systeme scheint im eubakteriellen Reich weit verbreitet zu
sein, bislang sind jedoch nur wenige von Zimtsdure abgelei-
tete Verbindungen beschrieben. Dies wurde vor allem darauf
zuriickgefiihrt, dass viele Bakterien Phenylalanin nicht direkt
zu Zimtsdure metabolisieren konnen. Im Unterschied zu
Pflanzen fehlt den meisten Prokaryoten die dafiir erforderli-
che Phenylalaninammonium-Lyase.”) Auch wenn einige
Bakterien vermutlich alternative Stoffwechselwege zur Pro-
duktion von Zimtsdure entwickelt haben (unter anderem
iiber Benzoesdure), kann man davon ausgehen, dass die
Mehrzahl der Bakterien nicht dazu befdhigt ist. Aus diesem
Grund gibt es nur wenige Berichte iliber Naturstoffe, die
sowohl eine Zimtsdure-Partialstruktur wie auch ein Polyke-
tidgeriist mit eingebetteten Aminosduren enthalten. Eine
Ausnahme sind Verbindungen, die aus Myxobakterien isoliert
wurden, darunter die Crocacine, die Phenalamide und das
Phenoxan (3).1%11

Im Hinblick auf die Biosynthese weist nur 3 grof3ere
Gemeinsamkeiten mit 1 auf. Zwar sind keine Daten zu Bio-
syntheseuntersuchungen von 3 verfiigbar, man kann aber
anhand der Anordnung der Strukturelemente vermuten, dass
die Bildung von 3 ebenfalls iiber den alternierenden Einbau
von Substraten aus dem Shikimat-, dem Polyketid- und dem
Aminosaurestoffwechsel erfolgt.

Die vorgestellten Befunde lassen auf das Vorhandensein
einer ausgekliigelten Biosynthesemaschinerie in einem tief
wurzelnden Bakterium schlieBen. Selbiges steht phylogene-
tisch (16S-rDNA) weit entfernt von Myxobakterien und
damit den Produzenten vergleichbar komplexer Naturstof-
fe.l1!

Gegenwirtig werden in unserer Arbeitsgruppe die fiir die
Produktion von Siphonazol (1) verantwortlichen Biosynthe-
segene identifiziert. Deren Analyse ist die Voraussetzung fiir
eine spidtere Anwendung in der kombinatorischen Biosyn-
these.
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Der produzierende Stamm (Nr. 060) wurde aus einer Schlickprobe
der Gezeitenzone isoliert. Mittels 16S-rDNA-Sequenzierung wurde
er als Herpetosiphon sp. identifiziert. Stammkulturen werden bei
—80°C aufbewahrt.

Isolierung von 1 und 2: Die Kultivierung wurde in zehn 5-L-
Erlenmeyerkolben mit 1.5 L Peptonmedium (MD1-Medium + 0.2 %
Glucose) und 2% XAD-16 (Fluka, Deutschland) durchgefiihrt. Die
Kolben wurden mit 100 mL einer Vorkultur (MD1-Medium) inoku-
liert und bei 28°C sieben Tage auf einem Schiitteltisch (140 rpm)
geschiittelt. Am Ende der Kultivierung wurden die Bakterienzellen
und das Adsorberharz mittels Zentrifugation von der Kulturbriihe
abgetrennt und zehnmal mit 300 mL Aceton extrahiert. Nach Ein-
dampfen im Vakuum wurde der Riickstand (7.08 g) in 250 mL 60-
proz. Methanol suspendiert und dreimal mit 100 mL Dichlormethan
ausgeschiittelt. Die Dichlormethan-Phasen wurden vereinigt und
eingeengt (1.87 g). Eine Vortrennung an 30 g Kieselgel (Merck, 63—
200 pm) mittels Sdulenchromatographie unter Verwendung von Di-
chlormethan, Ethylacetat, Aceton und Methanol als Elutionsmittel
ergab vier 200-mL-Fraktionen. Aufgrund ihres 'H-NMR-Spektrums
wurde die Ethylacetat-Fraktion zur weiteren Bearbeitung ausge-
wihlt. Nach Evaporation des Losungsmittels wurde die Fraktion
(257 mg) durch semipréparative RP-HPLC aufgetrennt (Séule: Eu-
rospher-100 Cig, 5 pm, 250 x 8 mm (Knauer); Laufmittel: Methanol/
Wasser 75:25; Flussgeschwindigkeit: 2.5 mLmin™'; Detektion: UV-
Absorption). Die Retentionszeit betrdgt dabei fiir 1 14.6 und fiir 2
20.3 min.

Biosyntheseuntersuchungen: Markierte Substanzen (500 mg [1-
BC]Acetat, 500 mg [1,2-*C,]Acetat, 500 mg [1-°C]Glycin, 250 mg
[1,2-BC,,®N]Glycin, 500 mg [Methyl-"*C]Methionin, jeweils in 10 mL
H,0 gelost) wurden von Cambridge Isotope Laboratories oder
ISOTEC bezogen. Alle Fiitterungsexperimente wurden in 5-L-Er-
lenmeyerkolben mit 1.5 L Peptonmedium und 2% XAD-16 durch-
gefiihrt, die markierten Vorstufen wurden zu Beginn der Kultivierung
zugesetzt.

NMR-Spektren wurden bei 300 K an einem Bruker-Avance-300-
DPX- oder einem Bruker-Avance-500-DRX-Spektrometer mit
(CD;),CO, CD;0D oder (CD;),SO als Losungsmittel und internem
Standard aufgenommen. 'H-"N-HMBC-Spektren wurden extern auf
Harnstoff referenziert.

Fiir die Bestimmung der Einbauraten der markierten Vorstufen
wurden die "*C-Spektren mit einer inversen Entkopplungs-Pulsse-
quenz unter Verwendung von 0.05M [Cr(acac);] (acac=Acetyl-
acetonat) als Relaxierungsreagens aufgenommen.!!

1: weiBler Feststoff; UV/Vis (MeOH): 4., (lge) =225 (4.54),
334 nm (4.11); IR (ATR): 7 =2925, 1724, 1688, 1650, 1590, 1511, 1441,
1272, 1132, 1025, 762 cm™'; '"H-NMR: siche Tabelle 1; “C-NMR:
siche Tabelle 1; EI-MS: m/z (%) =463 (100), 448 (4), 422 (6), 396
(14),381 (12), 354 (6), 339 (6), 309 (13), 300 (17),272 (4), 258 (14), 230
(10), 205 (4), 191 (32), 188 (19), 177 (11), 161 (11), 146 (6), 82 (32), 67
(12); HR-EI-MS (m/z): gef.: 463.1743, ber.: 463.1743 fiir
[CysH,sN504]; gef.: 396.1199, ber.: 396.1196 fiir [C,0H;sN;Oq]; gef.:
381.1087 ber.: 381.1087 fur [C,H;;N,Oq]; gef.: 272.0927, ber.:
272.0923 fir [C;sH,NO,]; gef.: 258.0763, ber.: 258.0766 fiir
[CH;,NO,]; gef.: 230.0817, ber.: 230.0817 fiir [C;3H,NO;]; gef.:
205.0981, ber.: 205.0977 fiir [C;;H;3N,0,]; gef.: 191.0814, ber.:
191.0821 fiir [C,yH;;N,O,]; gef.: 82.0680, ber.: 82.0657 fiir [CsHgN];
gef.: 67.0534, ber.: 67.0548 fiir [CsH,].

2: weiBer Feststoff; UV/Vis (MeOH): 1., (Ige) =227 (4.38),
334 nm (4.14); IR (ATR): 7 =2923, 1710, 1690, 1651, 1592, 1513, 1357,
1265, 1140, 1024, 806 cm'; "TH-NMR (300 MHz, (CD,),CO, Referenz:
0=2.04 ppm): 6 =2.58 (s, H3)-18), 2.62 (s, H(3-19), 3.84 (s, H(3-20),
3.90 (s, H(3-21), 4.00 (d, J=5.9 Hz, H(;-1'), 4.41 (s, H;)=5), 5.01 (dd,
J=10.3,2.0 Hz, H-5'b), 5.15 (dd, / =16.9, 2.0 Hz, H-5a), 5.79 (dt, J =
15.2, 5.9 Hz, H-2'), 6.21 (dd, J=15.2, 10.5 Hz, H-3'), 6.35 (ddd, J =
16.9, 10.5, 10.3 Hz, H-4'), 6.92 (d, J=16.4 Hz, H-10), 6.98 (d, J =
8.3 Hz, H-16), 7.20 (dd, J =8.3, 2.2 Hz, H-17), 7.37 (d, / =2.2 Hz, H-
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13), 7.47 ppm (d, J = 16.4 Hz, H-11); ®*C-NMR (75 MHz, (CD,),CO,
Referenz: 6 =29.8 ppm): 6 =11.5 (C-18), 12.2 (C-19), 40.0 (C-5), 40.6
(C-1'), 56.1 (C-20, C-21), 1104 (C-13), 111.5 (C-10), 112.4 (C-16),
116.9 (C-5'), 122.6 (C-17), 129.0 (C-12), 130.5 (C-2), 131.9 (C-2'), 132.7
(C-3), 135.2 (C-7), 137.6 (C-4'), 138.1 (C-11), 150.7 (C-14), 151.9 (C-
15), 153.7 (C-3), 155.9 (C-8), 156.7 (C-4), 160.0 (C-9), 161.9 (C-1),
190.0 ppm (C-6); EI-MS miz (%) =477 (100), 436 (6), 410 (14), 395
(12), 368 (8), 353 (4), 337 (7), 323 (14), 314 (14), 286 (7), 275 (16), 272
(10), 244 (11), 202 (38), 191 (58), 175 (15), 82 (33), 67 (7); HR-EI-MS
(mlz): gef.: 477.1911, ber.: 477.1900 fiir [C,H,;N;O4].
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