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Hormaomycin, a Novel Peptide Lactone with Morphogenetic Activity on Streptomyces 

A culture identified as Streptomyces griseuflmus (strain W-384) has been found to produce a novel peptide- 
lactone antibiotic designated hormaomycin (6). The empirical molecular formula of the compound is established to 
be C5,H69ClNlo0,,. The constituent amino acids of the antibiotic are suggested to be allothreonine (1; l), 
isoleucine (2; l), 3-methyl-phenylalanine (3; 2), and, for the first time identified from a natural source, 4-[(Z)- 
prop-1-enyll-proline (4; 1) and 3-(2-nitrocyclopropyl)-alanine ( 5 ;  2). The amino acids were delivered by acidic 
hydrolysis and assigned by high-resolution GC/MS analysis (after transformation to derivatives) in combination 
with extended 2D-NMR experiments of the antibiotic itself. From the latter, it became plausible that the N-ter- 
minus of the peptide chain is acylated by a C1-containing derivative of 1H-pyrrol-2-carboxylic acid. Hormaomycin 
is active against some Grum-positive bacteria. In addition, the antibiotic exhibits potent aerial mycelium-inducing 
activity and effects the production of antibiotics. 

Einleitung. - Bakterien der Gattung Streptomyces sind durch einen komplexen Ent- 
wicklungszyklus gekennzeichnet, bei dem sich auf festem Nahrboden aus einem Substrat- 
mycel ein Luftmycel bildet. In einem Sporulationsprozess konnen dann endstandige 
Luftmycel-Hyphen in Sporenketten fragmentieren. Experimentelle Befunde lassen ver- 
muten, dass die Zelldifferenzierung in Luftmycel und Sporen wahrend des sekundaren 
Stoffwechsels stattfindet, also gleichzeitig mit der Synthese von Antibiotika, Pigmenten, 
Speicherstoffen und Geosminen. 

Uber die Regulation des Sekundarstoffwechsels und der Differenzierung bei Strepto- 
myceten ist bisher wenig bekannt. Beide Prozesse scheinen aber, eng verbunden, durch 
zwei Gruppen von Signal-Substanzen kontrolliert zu werden, die entweder in der Zelle 
oder zwischen den Zellen vermitteln. 
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Ochi [2] konnte kurzlich bei Streptomyceten zeigen, dass sowohl die Luftmycel-Ent- 
wicklung als auch die Antibiotika-Synthese stringent kontrolliert werden. Die stringente 
Kontrolle wird durch zwei intrazellulare Effektoren ausgelost, Guanosin-tetra- und Gua- 
nosin-pentaphosphat. 

Neben diesen bei Bakterien allgemein verbreiteten Effektoren sind interzellulare, 
stammspezifische Signal-Molekiile gefunden worden. Sie induzieren bei Actinomyceten 
Luftmycel- und/oder Antibiotika-Bildung wie z. B. der A-Faktor ((3R)-2-Isooctanoyl-3- 
(hydroxymethy1)-y-butyrolacton) [3] [4] und verwandte y-Lactone [5] [6], der B-Faktor 
(3'-( 1-Butylphosphory1)adenosin) [7], der C-Faktor, ein Protein rnit der Molmasse 34 500 
Dalton [8], oder das jungst beschriebene Pamamycin-607, ein makrocyclisches Bis- 
lacton [9]. 

Auf der Suche nach neuen interzellularen Signal-Substanzen haben wir rnit Hilfe des 
Agar-Diffusionstests unter 800 Streptomyceten einen Stamm gefunden, der eine Sub- 
stanz mit der gewunschten Aktivitat produziert. Die Verbindung regt in geringer Kon- 
zentration die Luftmycel- und Antibiotika-Bildung beim Produzentenstamm und bei 
mehreren anderen Streptomycetenstammen an. Sie wurde deshalb Hormaomycin ge- 
nannt (gr. hormbo = ich rege an). 

Produktion und Isolierung. - Der Produzent (Stamm W-384) des Hormaomycins 
wurde aus einer bei Anuradhapura (Sri Lanka) gesammelten Erdprobe isoliert. Er gehort 
zur Gattung Streptomyces, stimmt in allen artbestimmenden Merkmalen rnit dem Typus- 
stamm von Streptomyces griseofavus iiberein und ist daher dieser Art zuzuordnen. 

Der Stamm W-384 wurde in einem 10-1-Fermenter submers in einer komplexen 
Nahrlosung angezogen. Entscheidend fur eine gute Produktausbeute war eine Tempera- 
turanderung von 27 auf 20" nach 8 h Inkubation. Die Antibiotika-Bildung wurde rnit dem 
Agar-Diffusionstest und durch HPLC verfolgt und erreichte nach 45 h ein Maximum von 
40 mg/l. Hormaomycin befand sich zu 98 % in den Zellen und konnte daraus rnit MeOH 
extrahiert werden. Die Reinigung zu einem einheitlichen Praparat gelang in mehreren 
Stufen: Extrahieren des Rohproduktes rnit AcOEt und aufeinanderfolgende Chromato- 
graphie an Kieselgel und Sephadex LH-20 in verschiedenen Losungsmitteln. 

Charakterisierung. - Hormaomycin wurde als farbloses, amorphes Pulver erhalten. 
Es ist neutral, lost sich gut in MeOH, CHCl,, Aceton oder AcOEt und ist in H,O oder 
Hexan unloslich. Auf DC-Platten (Sil G/UV,,,) loscht es UV-Licht (254 nm), farbt sich 
beim Stehen an der Luft langsam gelb und lasst sich nach Barrollier (blaugrun) und mit 
Ehrlich's ReagenzJ (blass violett), nicht jedoch rnit Ninhydrin anfarben. Das optisch 
aktive Hormaomycin zeigt typische UV-Maxima bei 278 und 206 nm (MeOH), die sich 
bei pH-hderungen nur wenig verschieben. Im IR-Spektrum (Fig. 1) sind Banden fur 
CO-Lacton (1741 cm-') und CO-Amid (ca. 1640 und 1545 cm-') zu erkennen. Die 
Molmasse von 1128,4 ergibt sich aus dem FAB-MS. Der Elementaranalyse nach enthalt 
Hormaomycin neben C, H, N und 0 auch 1 C1-Atom. Die Aufstellung der Bruttoformel 
bereitete anfangs erhebliche Schwierigkeiten, weil insbesondere die gefundenen N-Werte 
zu niedrig waren. Sorgfaltige Probenvorbereitung fuhrte zu Werten, die mit den Ergeb- 
nissen der inzwischen erfolgten Aminosaure-Zuordnung besser ubereinstimmten, ent- 
sprechend der Bruttoformel C,,H,,ClN,,O,,. 

Das 'H-NMR-Spektrum in CDC1, (Fig. 2) zeigt sechs deutlich unterscheidbare, mit 
CD,OD z. T. langsam austauschende NH-Gruppen und eine OH-Gruppe bei 1 1,1 ppm. 
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Fig. 1. IR-Spektrum (KBr) von Hormaomycin (6) 
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Fig. 2. 'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl,) von Hormaomycin (6) 
(* Amid-NH, 0 Ala(3-Ncp) (I), 0 Ala(3-Ncp) (11), 0 CH(a) der Aminosaure-Bausteine) 

Zehn eng beieinander liegende aromatische Protonen sowie ein AB- System (6,73, 6,08 
ppm, J = 4,5) sind zu erkennen. Im Bereich 2-5,5 ppm liegen zahlreiche, gut voneinander 
getrennte Signale fur jeweils 1 Proton. Eine Signalhaufung tritt zwischen 1-2 ppm auf, 
erkennbar sind 5 d und 1 t fur CH,-Gruppen. Bemerkenswert und fur das Hormaomycin 
typisch sind 2 m (je 1H) bei 0,48 und 0,29 ppm sowie 2 weitere m jenseits von TMS bei 
- 0,15 und - 0,63 ppm. 

Im I3C-NMR-Spektrum geben sich insgesamt 55 C-Atome zu erkennen, die folgende 
Qualitat haben: 6 CH,, 7 CH,, 16 sp3-CH, 14 spZ-CH, 4 sp2-C und 8 CO. Im Bereich der 
sp3-C-Atome fallen die Signale von 2 CH,-Gruppen (1 3,4 ppm) ubereinander, bei den 
sp2-CH sind 4 Signale (127,4, 127,7, 128,5, 128,6 ppm) doppelt zu zahlen sowie das einer 
CO-Gruppe (168,7 ppm). Das Spektrum l a s t  vermuten, dass Hormaomycin ein Peptid 
ist, das zwei aromatische und weitere ungesattigte Aminosauren enthalt. 
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Aminosaure-Bausteine. - Die Aufklarung der im Hormaomycin enthaltenen Amino- 
sauren (s. 1-5) wurde von zwei Seiten in Angriff genommen, durch Identifizierung der bei 
der Hydrolyse erhaltenen Komponenten und durch Zuordnung im intakten Antibioti- 
kum rnit Hilfe von 'H,'H- und 'H,13C-COSY-NMR-Spektren. 

5 4  3 2 1 H&CH-EH--~OOH H ~ - C H ~ - C H - C H - C O O H  
6' ' CH, NHz 

I 

Allothreonin (1; aThr3)) 

OH NH, 

lsoleucin (2; He3)) 

3- Methyl-phenylalanin 
(3; Phe(3-Me)3)) (4; Pr0(4-Pe)~)) 

4- [ (Z )  -Prop-I -enyl] prolin 

O z N W c H 2  - t H  - OOH 
3 I 

N H 2  
3-(2-NitrocyclopropyI)alanin (5 ;  Ala(3-N~p)~))  

Im Totalhydrolysat von Hormaomycin ( 6 ~  HCl/AcOH 1 : 1, 110,48 h) liessen sich 
rnit der automatischen Aminosaure-Analyse und durch Mikrodansylierung [ 101 Thre- 
onin (Thr)') und Isoleucin (Ile)') nachweisen. Ungewohnliche, neutrale Aminosauren 
waren im Bereich des Prolins, des Valins (zwei Banden) und des Phenylalanins (Bande rnit 
doppelter Intensitat) zu erkennen. Fur die Untersuchung in der GC/MS-Kopplung 
uberfuhrte man die Aminosauren in die trifluoroacetylierten Methylester bzw. Isopropyl- 
ester oder stellte Trimethylsilyl-Derivate her. Aus den MS der Substanzen rnit kleinster 
Retentionszeit konnten Allothreonin (1; aThr3)) und Isoleucin (2; Ile')) zugeordnet wer- 
den. Ferner liess sich vergleichsweise einfach die doppelt vorkommende Aminosaure als 
3-Methyl-phenylalanin (3; Phe(3-Me)')) durch die charakteristischen Fragmente bei 
m/z 230 ( M  + - COOCH,) und 105 ([C,H,CHCH,] +) im EI-MS des trifluoroacetylierten 
Methylesters und das Molekulion bei m/z 318 ( [M + HI+) im CI-MS des trifluoroacety- 
lierten Isopropylesters zuordnen. Die Daten stimmten rnit denen fur synthetisches Phe(3- 
Me) iiberein [ll]. Fur die bisher genannten Aminosauren konnten, ausgehend von den 
CH,-Gruppen bzw. von den NH- und CH(a )-Gruppen, die zusammengehorenden Kopp- 
lungspartner im 'H,'H-COSY-Spektrum (Fig. 3, Tab. 1)  aufgefunden und iiber das 
'H,"C-COSY-Spektrum rnit den zugehorigen C-Atomen verknupft werden. Die Signale 
der beiden Phe(3-Me)Bausteine unterscheiden sich z. T. deutlich. Auffallig ist ferner, dass 
die H,,HbKopplungskonstante einmal4,5 Hz wie in der freien Aminosaure und einmal 
10,5 Hz betragt, was auf unterschiedliche Konformationen der Seitenketten hindeutet 
(Tab. 1). 

Als erste neue Aminosaure wurde das 4-[(Z)-Prop- 1-enyllprolin (Pro(4-Pe),); 4) 
identifiziert. Den Hinweis auf die Molmasse b m .  das Prolin-Geriist lieferte das Ion bei 

3, Zur Erleichterung der Diskussion werden fur Aminosaure-Bausteine unbekannter Konfiguration sowie fur 
die Aminosluren im Hydrolysat von Hormaomycin die Aminosaure-Symbole von IUPAC/IUB verwendet. 

18 
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Fig. 3. 'H,'H-COSY-NMR-Spektrum (CDCI,, 200 MHz) von Hormaomycin (6)  

Tab. I .  "C- und 'H-NMR-Daten (CDCI,, 100,6 bzw. 400 MHz) von Hormaomycin (6) 

Aminosaurea) S(C) Qualitat') Zuordnungc) S(H) Aufspaltung Zuordnungc) 

aThr 

Ile 

17,O 
55,o 
69,2 

10,s 
15,o 
24,9 

7 

37,9 
54,6 

Phe(3-Me) (I) 13,4 
39,3 
60,O 

127,l 

d, 

128,s 
128,6 

142,l 
d, 

1.48 
434 
5,35 
8,98 
032 
0,97 
1,22 
1,49 
1,80 
4,60 
7,21 
1,35 
3,60 
4,41 
7,08 

7,15 

~ 

6,85 

d (J = 7) 
dd (J = 9,5,2,5) 
dq (J = 2,5,7) 
d (J = 9,5) 
t (J = 7) 
d ( J  = 7) 
verdeckt 
verdeckt 
verdeckt 
dd (J = 9, 9) 
verdeckt 
d (J = 7) 
dq (J = 7,4,5) 
dd (J = 9,5,4,5) 
m 

m (4H) 

d (J = 9,s) 

3H-C(4) 
H-C(2) 
H-C(3) 
NH-C(1) 
3H-C(5) 
3H-C(6) 
Ha-C(4) 
Hh-C(4) 
H-C(3) 
H-C(2) 
NH-C(1) 
3H-C(10) 
H-C(3) 
H-C(2) 
H-C(7) 

H-C(5), 
H-C(6), 
H-C(8), 
H-C(9) 

NH-C(1) 
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Tab. 1 (Forts.) 

Aminosaurea) 6(C) Qualitat’) Zuordnungc) 6(H) Aufspaltung Zuordnungc) 

Phe(3-Me) (11) 17.9 
41,9 
59,7 

126,9 

127,4 
127,7 

Pro(4-Pe) 

141,6 

13,4 
35,5 

dl 

36,7 
52,8 

61,3 
127,5 
128,2 

Ala(3-Ncp) (I) 17,l 

20,l 
33.2 

d, 

51,8 
58,2 
dl 

Ala (3-Ncp) (11) 17,4 

21,6 
35,O 

51,O 
59,l 

(5-Chloro- 1 -hydroxy- 103,5 
1H-pyrrol-2-carbony1)- 109,7 
Teil (Chpca) 119,7 

121,4 
159.3 

d, 

CH3 
CH 
CH 
CH 

C H ( 2 x )  
C H ( 2 x )  

C 
C 
CH, 
CH2 

CH 
CH2 

CH 
CH 
CH 
C 
CH2 

CH 
CH2 

CH 
CH 
C 
CH2 

CH 
CH2 

CH 
CH 
C 
CH 
CH 
C 
C 
C 

1,23 
2,93 
4,37 
6,95 

7,06 

- 

6,77 
1,61 
1,72 
2,30 
3,21 
3,21 
3,9 1 
4,20 
5,20 
5,58 

~ 

- 0,63 
0,98 
0.29 

- 0,15 
0,48 
3,48 
2,90 
6,69 
0,98 
1 ,so 
1,85 
1,55 
1,75 
5,05 

8,03 
6,08 
6,75 

3,99 

- 

~ 

C(6) 11.10 

d ( J  = 7) 3H-C( 10) 
dq (J = 10,7) H-C(3) 
dd (J = 10,5, 10,5) H-C(2) 
m H-C(7) 

verdeckt 
dd(J  = 7, 1,5) 
verdeckt 
m 
verdeckt 
verdeckt 
m 
dd (J  = 11,5, 6)  
m 
dq ( J  = 10,5, 7) 

NH-C(l) 
3H-C(8) 
Ha-C(3) 
Hb-C(3) 
H-C(4) 
H,-C(5) 
Hb-C(5) 
H-C(2) 
H-C(6) 
H-C(7) 

ddd ( J  = 7, 7, 7) Ha-C(3’) 
verdeckt Hb-C(3’) 
m H-C(1’) 
m Ha-C(3) 
m Hb-C(3) 
m H-C(2) 
ddd(J = 6,6, 3,3, 3,3) 
d ( J  = 9) NH-C(1) 
verdeckt Ha-C(3’) 
verdeckt Hh-C(3’) 
verdeckt H-C(1’) 

H-C(2‘) 

verdeckt H,-C(3) 
verdeckt Hb-C(3) 
m H-C(2) 
ddd (J = 6,6, 3,3, 3,3) 
d ( J = 9 )  NH-C(l) 
d (J  = 4,5) H-C(4) 
d (J = 4,5) H-C(3) 

H-C(2’) 

br. OH-N(l) 

”) 
’) Aus APT und DEPT-Spektren. 
‘) 
d, 

Abkurzungen und Bezifferung, s. Formeln 1 4 .  

Aus ‘H, ‘H- und ‘H’3C-COSY-NMR-Spektren. 
CO-Signale: 168,7 (2 x ), 169,8, 170,8, 171,3, 171,6 und 171,9. 

mjz 265 ( M  +) des trifluoroacetylierten Methylesters in Verbindung mit den Ionen bei mjz 
206 ( M +  - COOCH,) und 164. Die Struktur der Seitenkette und ihre Position am 
Prolin-Geriist ergab sich aus den Korrelationsspektren (Tab. I). 

H-C(4) und 2 H-C(5) uberlappten in CDC1, und waren im ‘H,’H-COSY-Spektrum nicht zweifelsfrei 
zuzuordnen (3,21 bzw. 3,21 und 3,91 ppm). In CDCI,/(CD,),CO/C,D, 1:l : l  hingegen liess sich eine genaue 
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Zuordnung treffen (2,98 hzw. 3,07 und 3,85 ppm). Das olefinische AB-System (6(H) 5,20, 5,58; 6(C) 127,5, 128,2) 
besitzt eine AB-Kopplnng von J = 10,5 ((Z)-Konfiguration) und wird auf der einen Seite dnrch eine olefinische 
CH,-Gruppe (6(H) 1,61), auf der anderen durch eine CH-Gruppe weiter aufgespalten. Ausgehend von CH(a) 
(4,20 ppm) kommt man uber eine CH,- (1,72, 2,30 ppm) und eine CH- (3,21 ppm) zu einer weiteren CH2-Gruppe 
(3,21, 3.91 ppm). Letztere entspricht mit ihrem G(C)-Wert (52,8 ppm) dem C(5) des Prolin-Ringes, was die 
4-Position des Propenyl-Restes am Prolin-Gerust beweist. 

In der automatischen Aminosaure-Analyse lag der Anteil von 4 immer deutlich unter 
1. Man konnte jedoch bei der GC/MS-Analyse neben dem N-(Trifluoroacetyl)-4-(prop- 
1-eny1)prolin-methylester noch entsprechende 4-[ 1- oder 2-(Trifluoroacetoxy)propyl]- 
bzw. 4-( 1 - oder 2-Chloropropyl)-Derivate an Hand der MS nachweisen. Deren Anwesen- 
heit erklart sich, wenn sich bei der Hydrolyse des Hormaomycins an die Doppelbindung 
von Pro(4-Pe) H,O bzw. HCl addiert. 

Die beiden noch nicht zugeordneten Aminosauren des Totalhydrolysates gaben als 
trifluoroacetylierte Methylester in der GC/MS-Kopplung identische EI-MS (Fig. 4 ) ,  die 
sich keiner bekannten Verbindung zuordnen liessen. Um diese Aminosauren genauer 
untersuchen zu konnen, wurde das Totalhydrolysat von 10 mg Hormaomycin einer 
HPLC-Trennung (p-Bondupak- NH,, CH,CN/H,O 7 : 3 )  unterworfen. Die Trennung ge- 
lang nicht vollstandig, in einer Fraktion jedoch waren der automatischen Aminosaure- 
Analyse zufolge die unbekannten Aminosauren 5 und Isoleucin (2) jeweils in etwa 
gleichen Mengen enthalten. Erstere gaben nach Umwandlung zu den trifluoroacetylier- 
ten Methylestern wiederum identische EI-MS und lieferten im CI-MS das Molekulion bei 
miz 285 ( [ M  + HI '), 
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Fig. 4. EI-MS (70 eV) oon 3- (2-Nitrocyc1opropyl)- N- (trifluoroucetyl)alanin-methylester 

Die geradzahlige Molmasse spricht fur zwei N-Atome im Molekiil, was durch Hochauflosung der Frdgment- 
Ionen mit El-MS dieses Derivates und des Molekulions der Trimethylsilyl-Derivdte bewiesen wurde und zur 
Summenformel C,H,,N,O, fur die freien Aminosauren fuhrte. Der N-trifluoroacetylierte Methylester verliert als 
erstes NOZ (m/z 238) oder COOCH, (m/z 225) und Leigt weitere typische Fragment-Ionen einer Nitro-aminosaure. 
Bei der Suche nach den zugehorigen 'H-NMR-Signalen in den Korrelationsspektren des Hormaomycins stiess 
man, ausgehend von den NH/CH(a)-Gruppen auf zwei identische Korrelationsreihen, von denen eine leicht 
auszumachen war (Fig. 31, die andere sich aufgrund von Signal-Uherlappungen erst durch Kombination der 
'H,'H- und 1H,13C-COSY-Spektren hei 400 MHz ergah (Tub. I). 
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MS- und NMR-Daten beweisen, dass im Totalhydrolysat 3-(2-Nitrocyclopropyl)- 
alanin (5; Ala(3-N~p)~)) vorliegt und dass 5 zweimal im Hormaomycin enthalten ist. 
Wahrend sich die entsprechenden 'H-NMR-Signale der beiden Bausteine Ala(3-Ncp) im 
intakten Peptid deutlich (AS = 0,82-1,67 ppm) unterscheiden, sind die vergleichbaren 
I3C-NMR-Signale sehr ahnlich ( A S  < 2 ppm, Tab. I ) .  Die fur das Hormaomycin typi- 
schen Hochfeld-verschobenen 'H-NMR-Signale (Fig. 2, Tab.]) gehoren zu einem Ala(3- 
Ncp). Fur die Abschirmung konnten die Phenyl-Reste der Phe(3-Me)-Bausteine verant- 
wortlich sein. Bei gleicher Konstitution kann die Trennbarkeit der freien Aminosaure in 
der automatischen Aminosaure-Analyse (s. Exper. Ted) und nach Umwandlung in den 
trifluoroacetylierten Methylester bei der GC/MS-Analyse nur in einer unterschiedlichen 
Konfiguration begrundet sein. H-C(2') (2,90 und 3,99 ppm) ist in beiden Bausteinen 
nicht verdeckt und zeigt ein identisches Kopplungsmuster (ddd, 5 Linien), aus dem sich 
die Kopplungskonstanten (J  = 6,6, 3,3 und 3,3) ableiten lassen. Aus der Grosse der 
Kopplungskonstanten von H-Atomen am Cyclopropan-Ring [ 121 folgt, dass H-C(2') 
nur rnit einem der beiden Protonen an C(3') in cis-Kopplung steht und die NO,-Gruppe 
und der Alanyl-Rest somit trans zueinander am Cyclopropan-Ring stehen. Das Kopp- 
lungsmuster von H-C(2') kehrt in gleicher Weise im 'H-NMR-Spektrum der freien, 
HPLC-angereicherten Aminosaure Ala(3-Ncp) (5) im Signal bei 4,40 pprn wieder, das 
trotz des Vorliegens von Diastereoisomeren nicht doppelt auftritt. Wir vermuten deshalb, 
dass sich die beiden Aminosauren in der Konfiguration am C(a )-Atom unterscheiden. 

Partialstruktur und Diskussion. ~ Fugt man die im Totalhydrolysat des Hormaomy- 
cins nachgewiesenen Aminosauren 1-5 unter Kondensation zusammen, dann sind an der 
Peptid-Kette der N-Terminus, der C-Terminus, sowie die OH-Gruppe von aThr frei. 
Ausserdem fehlt noch ein C,N-Rest, der neben H- und 0-Atomen auch das nachgewie- 
sene C1-Atom enthalten muss. Der N-Terminus der Peptid-Kette ist acyliert, nur so wird 
die Zahl von insgesamt 6 Amid-NH-Gruppen im 'H-NMR-Spektrum erreicht. Dement- 
sprechend verliefen Endgruppenbestimmungen mit 1 -Fluoro-2,4-dinitrobenzol und Dan- 
syl-chlorid negativ. Die OH-Gruppe von aThr ist verestert, erkennbar an der Tieffeldlage 
von H-C(3) (5,35 ppm). Dass der C,N-Rest nicht als Ester, sondern amidisch an die 
Peptid-Kette gebunden ist, folgt aus der Lacton-Spaltung von Hormaomycin mit MeOH/ 
K,CO, [13]. Unter Aufnahme von MeOH entsteht ein Hormaomycin-methylester mit der 
Molmasse 1160 (FAB-MS: 1161 ( [M +HI+),  1183 ( [ M  + Na]+)), in dessen 'H-NMR- 
Spektrum H-C(3) des Threonins nach < 5 ppm verschoben ist und ein Ester-OCH,- 
Signal bei 3,74 ppm auftaucht. Der noch nicht zugeordnete Molekul-Teil besteht somit 
aus einer CO-Gruppe (S(C) 159,3 ppm) und einem Rest C,H,ClNO. Die C-Atome sind 
sp2-hybridisiert mit S(C)-Werten zwischen 103,5 und 121,4 ppm. Zwei der H-Atome 
bilden das AB-System bei S(H) 6,08 und 6,73 ppm, das dritte liegt bei 11,lO (Tab.1). 
Diese Daten lassen sich plausibel zum amidisch gebundenen 5-Chloro- 1-hydroxy- 1H- 
pyrrol-2-carbonsaure(Chpca)-Baustein zusammenfugen (s. 6). Die entsprechende freie 
Carbonsaure ist in der Literatur unbekannt und liess sich in den Hydrolysaten des 

X und Y sind Peptid-Ketten aus insgesamt 

Pro(4-Pe). Ala(3-Ncp) (2 x )) 

_ - - _  
Thr' 

I 

OH 0- c=o 6 Arninosauren (He, Phe(3-Me) (2 x ), 
6 

Lr 

6 

d Peptid-Kenen aus insgesamt 
turen (He, Phe(3-Me) (2 x ), 

Pro(4-Pe). Ala(3-Ncp) (2 x )) 
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Hormaomycins bisher nicht nachweisen. Die NMR-Daten von Chpca (Tab. I )  stimmen 
mit denen fur 5-substituierte 1H-Pyrrol-2-carbonsauren [ 141 sowie denen fur vergleich- 
bare Reste in den Antibiotika Chromoxymycin [ 151 und 55 185 RP [ 161 befriedigend 
uberein. 

Im Hormaomycin bilden die nachgewiesenen Aminosauren und die postulierte 1 H -  
Pyrrol-2-carbonsaure iiber Amid-Bindungen eine lineare Peptid-Kette, deren C-Termi- 
nus mit der OH-Gruppe von aThr einen Lacton-Ring schliesst (s. 6). Der Lacton-Ring 
tragt am aThr eine amidisch gebundene Seitenkette. Wie viele Aminosauren dem Lacton- 
Ring angehoren (Y) bzw. zwischen der Pyrrolcarbonsaure und aThr stehen (X) ist ebenso 
offen wie die Sequenz der Peptid-Kette, die Kohfiguration der Aminosauren und die 
Konformation des Lacton-Ringes. 

Hormaomycin ist ein Peptid-lacton, das die Gruppe der bei Actinomyceten wirksa- 
men, interzellularen Signal-Molekule um einen auch strukturell neuartigen Vertreter 
enveitert. Die grosste Ahnlichkeit aufgrund der physikalischen Daten besitzt das Hor- 
maomycin mit dem 1984 von dmura et ul. beschriebenen Takaokamycin [17], von dem 
bisher keine Strukturdetails mitgeteilt wurden. Beim Vergleich der Literaturdaten fallt 
insbesondere auf, dass die typischen Hochfeld-'H-NMR-Signale des Hormaomycins 
(Fig. 2, Tub. I )  beim Takaokamycin fehlen. 

Biologische Aktivitat. - Hormaomycin induziert die Luftmycel- und Antibiotika-Bil- 
dung von Streptomyces griseojluvus (Stamm W-384) und von weiteren Streptomyces- 
Stammen: S.JlaveoZus (Stamm TU 51, Hydroxystreptomycin), S. fradiae (Stamm Tu 11, 
Streptolin), S. griseojluvus (Stamm Tii 1306, Tirandamycin) und S. griseus (Stamm Tu 
2599, Bafilomycin). Venvendet man diese Stamme als Indikator-Bakterien fur Testplat- 
ten und zusatzlich einen Nahragar, auf dem sich kein Luftmycel (erkennbar an der 
weissen Farbung) entwickelt, so vermag 1 pg Hormaomycin, in einer Papierrondelle auf 
die Agar-Oberflache aufgebracht, reichliche Luftmycel-Bildung um die Rondelle herum 
auszulosen. Zusatzlich induziert die Substanz die Antibiotika-Produktion in diesen 
Stammen. 

Hormaomycin hemmt das Wachstum weniger Gram-positiver Bakterien (Tab. 2 ) .  
Die zum biologischen Nachweis verwendeten Stamme Arthrobacter oxydans und Arthro- 
bucter crystallopoietes sind extrem empfindlich gegen das Antibiotikum. Fur diese beiden 

Tab. 2. Minimale Hemmkonzentration von Hormaomycin (6) fur Bakterien im Verdiinnungsreihentest 

Stamma) Minimale Hemmkonzentration [pgiml] 

Arthrobacter crystullopoietes ATCC 1548 1 0,0001 
Artlirobacter oxydans ATCC 14358 0,0005 
Bacillus brevis ATCC 9999 

Brevibacterium linens ATCC 91 12 

> 100 
100 
10 

> 100 

> 100 
> 100 

50 
100 

Bacillus meguterium ATCC 1458 1 

Clostridium pasteurianum ATCC 60 13 
Corynebucterium sp. ATCC 23830 0,1 
Escherichia coli ATCC 13525 
Pseudomonas saccharophila ATCC 15946 
Salmonella typhimurium ATCC 1331 1 
Staohvlococcus aureus ATCC I 1  632 

a) ATCC: American Tvoe Culture Collection, Rockville. MD. USA 
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Bakterien liegt im Verdiinnungsreihentest die minimale Hemmkonzentration im ng- 
Bereich. Alle getesteten Pilze waren vollig unempfindlich gegen Hormaomycin. 

Experimenteller Teil 

Allgerneines. Diinnschichtchromatographie (DC): Fertigplatten Mucherey-Nugel Sil C/UV,,, + 366. Nieder- 
druck-Saulenchromatographie: Kieselgel 60 ( < 0,08 mm, Mucherey-Nugel). Schmp. : Reichert- Heiztisch-Mikro- 
skop, nicht korrigiert. Opt. Drehungen ([a]:): Perkin-Elmer- Polarimeter, Modell 241, thermostatiert bei 20". 
UV-Spektren: Kontron Uuikon 860; ,I,,,,, in nm ( E ) .  IR-Spektren: Perkin-Elmer- Spektrometer, Modell 298; in KBr, 
fmox in cm ~ I, 'H-NMR: Vuriun-Gerat VXR 200 (200 MHz) oder Bruker WM 400 (400 MHz), S in ppm gegeniiber 
TMS als internem Standard, Kopplungskonstanten ( J )  in Hz. I3C-NMR: Bruker-Geriit WM 400 (100,6 MHz), 
Angaben wie 'H-NMR. FAB-MS: VG 70-250s (Matrix: Glycerin) und Finnigun MAT8200 (Matrix: a -Nitroben- 
zylalkohol). GC/MS: Hewlett-Puckurd HP 5985 A (EI-MS: 70 eV; CI-MS rnit Isobutan als Reaktantgas), 25 
m-Quarzkapillare, belegt rnit SE-30, Tragergas He, Hochauflosungsmessungen unter GC/MS-Bedingungen ( VG 
70-250 S) bei Auflosung 6000, Perfluorokerosin als interner Standard, angegebene Summenformeln durch Hoch- 
auflosung bestimmt. CD-Spektren: Jusco-J-500-A- Spektrometer in Kombination rnit einem BMC-if-800- Perso- 
nal-Computer; A,,,,, in nm Aminosaure-Analyse: Aminosaure-Analysator, Dionex Comp., Palo Alto, 
USA, Modell Durrum 0500. 

Screening. Aus Erdproben isolierte Streptomyceten wurden aerob bei 27" 3 Tage in der folgenden Nahrlsg. 
geziichtet: 2% Sojamehl vollfett, 2% Mannit; pH 7.5. Von der Gesamtkultur wurden 10 ml lyophylisiert und rnit 
1-2 ml MeOH extrahiert. Der filtrierte Extrakt wurde im Test auf morphogene Stoffe eingesetzt. Testplatten 
enthielten Sporen geeigneter Streptomyceten im Nahragar (2 % losliche Stiirke, 2 % Aminosaure-Hydrolysat, 
0,4% Hefe-Extrakt, pH 73)  und wurden rnit Extrakt-getrankten (10 pl) Filterrondellen beschickt und bei 27" 
inkubiert. Luftmycel-Induktion Less sich an einem weissen Hof um die Rondelle herum erkennen. 

Stummbeschreibung. Streptomyces griseofluvus (Stamm W-384) ist durch folgende Merkmale gekennzeichnet 
(Nomenklatur und Systematik nach Hiitter [18]): 1) Die Sporen sind stachelig. 2) Das Luftmycel ist anfangs 
kreideweiss und wird in ausgereiftem Zustand aschgrau (cinereus). 3) Das Luftmycel ist monopodial verzweigt und 
besitzt Seitenaste mit mehr oder weniger regelmassigen Schrauben von meist 4 6  Windungen (Spira-Typ b). 4) Auf 
Pepton-Eisen-Agar bildet der Stamm kein Melanin. 5) Verwertbarkeit von Zuckern als einziger C-Quelle: L-Arabi- 
nose - , D-Fructose + , D-Glucose + , myo-Inosit + , D-Mannose + , Raffinose - , L-Rhamnose + , Saccha- 
rose - , o-Xylose & . 

Fermenfution. Ein 10-I-Fermenter (Typ Biostuf S der Fa. Bruun, Melsungen) wurde rnit 9 1 Nahrlsg. (20 g 
Sojamehl vollfett, 20 g Fleischmehl, 10 g Mannit, 0,2 g NaCI, 0,5 g ZnS04.7H20, 1 I Leitungswasser, pH 7,O) 
beschickt, sterilisiert, mit 1 1 Vorkultur (gleiche Nahrlsg., 32 h alt, 27") angeimpft und 45 h unter folgenden 
Bedingungen betrieben: Temp. 27" (nach 8 h absenken auf 20"), Drehzahl des Ruhrers 300 Upm. Luftzufuhr 
0.5 vvm. 

Isolierung uon Hormaomycin. Das durch Zentrifugation der Kulturbriihe gewonnene Mycel wurde 2mal rnit 
MeOH extrahiert. Der bis zur wassr. Phase eingeengte Extrakt wurde 2mal rnit AcOEt ausgeschiittelt. Die org. 
Phase lieferte nach Abdampfen des Lsgm. ein braunliches Produkt. Dieses wurde an einer Kieselgel-60-Saule rnit 
CHC1, aufgetrennt. Die aktiven Fraktionen wurden an einer Sephudex-LH-20-Saule rnit MeOH nachgereinigt. 
Die Anreicherung von Hormaomycin verfolgte man durch HPLC (RP hypersil 5 pm, H20/CH,CN (0,l % 
H3P04)-Gradient, 30-100% CH,CN, Detektion 254 nm; t ,  6,7 min, rnit 77% CH3CN). Von dieser Substanzcharge 
wurden 140 mg zur Endreinigung an Kieselgel60 (Saule: 2,5 x 50 cm) rnit Hexan/Aceton 2 :1 chromatographiert. 
Dabei wurden 18 mg einer farblosen, mit Molybdatophosphordure anfiirbbaren (DC) Verunreinigung abge- 
trennt. Hormaomycin liess sich rnit CHCI,/MeOH 95 : 5 eluieren. Durch Eintropfen einer konzentrierten CHC1,- 
Lsg. in 500 ml Hexan wurde die Substanz umgefallt (108 mg). 

Hormaomycin. Farbloses, amorphes Pulver. Schmp. 166-168". DC (Kieselgel Sil G/UV,,,): Rf 0,39 (CHCI,/ 
MeOH 100:4), 0,28 (Hexan/Aceton 1:l). [ a ] g  = +20,8 (c = 0,5, MeOH). UV (MeOH): 278 (9150), 206 (42950). 
CD (MeOH): 275 (+ 268000), 225 ( -  578050). IR (KBr; Fig. I ) :  3390, 3100-2800, 1741, 1645-1620 (br.), 1612, 
1545, 1450 1365. 'H-NMR: Fig.2, Tub. 1. ',C-NMR: Tub. I .  FAB-MS (Glycerin als Matrix, Stossgas Xenon): 
1129,4 ([M + HIf), 938, 830, 700, 516,401, 373, 300, 264,218. Anal. ber. fur CssH&INI,Ol4 (1129,68): C 58,48, 
H6,16,C13,14,N12,40,019,82;gef.:C58,35,H6,31,C12,94,N 11,66,019,30. 
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Hydrolyse von Hormaomycin. a) Aminosuure-Analyse. Die automatische Aminosaure-Analyse nach vorheri- 
ger Totalhydrolyse (0,5 mg, 5 , 7 ~  HCI, 1 % Phenol, 150', 1 h, Gasphase) zeigte 6 Banden, von denen eine doppelte 
Intensitat hatte (Tab.3) .  

Tab. 3. Aminosauren im Totalhydrolysat des Hormaomycins (6 )  

Amin~saure~)  An- R,Werte Ninhydrin- GCh) EI-MS~) CI-MS~) 
zahla) System A System B Farhung t R  Lminl M+-COOCH, [ M + H ] +  

1 (aThr) 1 0,36 0,26 rot 5,7 266 354 
2 (Ile) 1 0,53 0,48 violett 6 4  182 270 
3 (Phe(3-Me)) 2 0,60 0,53 violett 13,7 230 324 
4 (Pro(4-Pe)) < 1 nicht aufgefunden 12,4 206 n. h.') 
5 (Ala(3-Ncp)) 1 + 1 0,47 0,34 rothraun 14,8 und 15,l 225 285 

") Aus der automatischen Aminosaure-Analyse 
h, Als trifluoroacetylierte Methylester. 
') n. h. = nicht hestimmt. 

b) R,-Werte. Eine Lsg. von 1 mg Hormaomycin in 0,s ml 6~ HCI/AcOH 1:l wurde hei 110" 48 h in einem 
geschlossenen Gefass geruhrt. Nach Eindampfen erhielt man ein Gemisch verschiedener, im DC mit Ninhydrin 
anfarbbarer Aminosauren (Tab. 3, System A: BuOH/AcOH/H,O 2: 1 : 1, System B: PrOH/IM AcOH 6: 1). 

c) Mikrodansylierung. Zu einer Lsg. von 0,l mg Totalhydrolysat-Ruckstand nach b) in 40 p1 0 , 0 5 ~  wassr. 
NaHC0,-Lsg. und 40 p1 Aceton wurden 60 pl Dansyl-chlorid-Lsg. (2,7 mg/ml Aceton) gegehen und 30 min auf 37" 
erwarmt. Dann wurde vom Gemisch rnit eiuer Kapillare auf eine 3 x 3-cm-Mikropolyamid-Folie (Schleicher & 
Schull) aufgetragen und rnit 4% HCOOH/H,O (1. Dimension) sowie mit 20% AcOH/Benzol (2. Dimension) 
entwickelt. Die Aminosaure-Derivate wurden im UV-Licht (366 nm) sichtbar gemacht. Thr und Ile konnten durch 
Vergleich eindeutig identifiziert werden, Phe(3-Me) lag z. T. unter Ile. Es waren noch zwei weitere Zonen sichthar 
(nahe Pro hzw. Ala), die keiner bekannten Aminosaure zugeordnet werden konnten. 

GC/MS-Analyse des Totalhydrolysates. Der Ruckstand des Totalhydrolysates nach h )  (s. 0.) wurde umgesetzt. 
Trifluoroacetylierte Ester: Man versetzte 2 mg Ruckstand mit 1 ml I , ~ M  HCl/MeOH (oder HCl/i-PrOH) und 
erhitzte im geschlossenen Gefass 1 h hei 80". Nach dem Ahdampfen unter N, loste man in 200 pl CH2C1, und 50 p1 
Trifluoroacetanhydrid und hielt 1 h hei RT. Es wurde unter N, eingedampft und in CH,CI, aufgenommen 
(GC-Temperaturprogramm: SO", 5"/min, ah 200", 9"/min; Retentionszeiten s. Tab. 3 ) .  

Trimethylsilyl-Deriuate. Man versetzte 1 mg Ruckstand mit 20 pl N-Methyl-N-(trimethyIsily1)trifluoro- 
acetamid (CF,CONMe(Me,Si)) und erhitzte im geschlossenen Gefass 30 min hei 80". Nach Eindampfen unter N, 
wurde der Ruckstand in CH,Cl, aufgenommen. 

N,O-Bis(trifluoroacetyl)allothreonin-methylester. EI-MS: 325 ( I ,  M + ) ,  266 (10, M +  - COOCH,), 212 (10, 
M + - CF,COO), 185 (90), 152 (80), 69 (100). N,O-Bis(fr~fluoroacetyl)allothreonin-isopropylester. CI-MS: 354 
(90, [M + HI +). 

fluoroacety1)isoleucin-isopropylester. CI-MS: 270 (100, [ M  + HI+), 182 (54, M +  - COOCH,). 
N-(Trifluoroacetyl)isoleucin-methylester. EI-MS: 182 (60, M t  - COOCH,), 153 (IOO), 86 (70). N-(Tri- 

3-Methyl-N-(tr1~uoroucetyl)phenylalanin-methylester. EI-MS: 230 (2, M +  - COOCH,), 176 (5, 
M + - CF3CONH2), 105 (100, C,H,CHCH,). 3-Methyl- N-(triJluoroacetyl)phenylalanin-isopropylester: CI-MS: 
318 (100, [M + HI +), 230 (5, M + - COOCH,). 3-Methyl-N-(trimethylsilyl)phenylalanin-(trimethylsilyl)ester: 
EI-MS: 206 (27, M' - COOSiMe,), 105 (100). CI-MS: 324 (20, [ M  + HI+ ). 

I-((Z)-Prop-l-enyl~-N-(trifluoroacetyl)prolin-methylester. EI-MS: 265 (18, M + ) ,  206 (100, 
Mf - COOCH,), 164 (10, M +  - (COOCH, + H + C,H,)), 152 (16), 93 (78). 4- /J-  oder 2-(Trlfluoroacet- 
oxyjpropyl]-N-(tri~uoroacetyl)prolin-methylester. t, 15,9 min. EI-MS: 379 (5, M + , C13Hl,F6N05), 320 (40, 
ClIHl2F6NO3, M f  - COOCH,), 282 (2, CllHlSF3N04, M +  -COCF,), 206 (20, C,HI,F,NO, 
M +  - (COOCH, + CF,COOH)), 164 (100, C,H,F,NO). CI-MS: 380 (90, [M +HI +). 

4-(1- oder 2-Chloropropyl)-N-(trlf[uoroncetyl)prolin-methylester. t ,  17,O min. EI-MS: 301, 303 (7, M') ,  242, 
244 (100, M +  - COOCH,), 206 (22, M +  - (COOCH, + HCI)), 164 (32, M +  - (COOCH, + H + C&CI)), 
103, 105 (36). 
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3-(2-Nitrocyclopropyl)alanin (5 ) .  Bei 110" wurden 10 mg Hormaomycin in 2 ml 6~ HCl/AcOH 1:l 48 h 
hydrolysiert. Den Verdampfungsruckstand, in 1,s ml CH,CN/H,O 7 :3 gelost, trennte man in 100-pl-Portionen an 
einer p-Bondapak-NH2-Saule (7,8 mm x 30 cm) mit CH,CN/H,O 7 :3 (Durchfluss: 1,s ml/min; Druck: 1500 psi; 
Detektion bei 210 nm) in drei Fraktionen. Fraktion I ( t ,  4,8-6,s min) enthielt 1 (EThr) und weitere im DC mit 
Ninhydrin anfarbbare Zonen. Fraktion II ( t ,  13,6 min) enthielt 3 (Phe(3-Me); Rf s. Tab.3).  'H-NMR (CD,OD, 
200 MHz): 1,46 (d, J = 7, CH,-C(3)); 3.45 (m. H-C(3)); 4.16 (d,  J = 4, H-C(2)); 7.32 (m,  5 arom. H). Fraktion IIl 
( t ,  16,4 min) enthielt 2 (Ile) und 5 im Verhaltnis 1 : 2 (Rf s. Tab. 3 ) .  In der automatischen Aminosaure-Analyse trennte 
sich 5 in zwei Peaks gleicher Intensitat auf. 'H-NMR (CD,0D/D20 1 :1,200 MHz) des Gemischs: 2: 0,98 ( t .  J = 7, 
CH,-C(4)); 1,04 (d, J = 7, CH,-C(3)); 1,30 (m,  1 H); 1,55 (m. I H); 2,05 (m. 1 H); 3,59 (d, J = 4, H-C(2)); 5 :  1,33 
(m,  2H); 1,90 (m,  2H); 2,05 (m, 1 H); 3,72 (dd, J = 7, 7, H-C(2)); 4,39 (ddd, J = 6,6, 3,3, 3,3, H-C(2')). 

3-(2-Nitrocyclopropyl) -N-(trlfluoroacetyl)alanin-methyle.~ter. EI-MS (Fig. 4): 238 (13, C,H, ,F,NO,, 
M +  - NOJ, 225 (95, C,H,F,N,O,, M +  - COOCH,), 207 (27, C,H,F,N,O,, M +  - (COOCH, + HZO)), 184 
(100, C,H,F,NO,, CF,CONHCHCOOCH,), 166 (73, 
C,H,F,NO,, 184 - H2O), 152 (27, 184 - CH,OH), 140 (38, C,H,F,NO, 184 - CO?), 125 (35, C7HgO2, 

178 (43, C,H,F,NO, M +  - (HNO2 + COOCH,)), 

M ' - (NO2 + CF,CONH,)). CI-MS: 285 (30, [M + HI+). 3-(2-NitrocyclopropyI)-N-(trimethylsilyl)alanin- 
(trimethy1silyl)ester. EI-MS: 303 (0,2, ClIH,,N,O,Si,, M +  - CH,), 218 (18), 201 (95, C8HI7N2O2Si, 
M i  -COOSiMe,), 100(18),73(100). CI-MS: 319(15,[M+H]+).  

Lacton-Spaltung uon Hormaomycin. Zu einer Lsg. von 7 mg Hormaomycin in 2 ml MeOH wurde eine kat. 
Menge an festem K2C0, gegeben und die Lsg. 14 h bei RT. geriihrt, dann auf 20 mi Eiswasser gegossen und mit 
CH,CI, (4 x 6 ml) extrahiert. Den Verdampfungsruckstand der vereinigten org. Phasen chromatographierte man 
an Kieselgel (Saule 1,0 x 30,O cm, CHCI,/MeOH 9:l). Die Hauptzone ergab 5 mg Hormaomycin-methylester. 
Schmp. 172". DC (Kieselgel Sil G/UV25r): Rf 0,05 (CHCl,/MeOH 100:4), 0,46 (CHCI,/MeOH 9:1), gleiches 
Anfarbeverhalten wie Hormaomycin. UV (MeOH): 278 (11 200), 214 (31 300). IR (KBr): 3400, 3300, 3100-2850, 
1740,1635 (br.), 1545, 1450, 1370,1030. 'H-NMR (CDCl,, 200 MHz): 3,74 (s, 3H, CH,O); ubriges Signal-Muster 
dem Hormaomycin ahnlich, z. T. jedoch breite und starker uberlappende Signale, keine Signale jenseits von TMS. 
FAB-MS (2-Nitrobenzylalkohol als Matrix): 1183, 1185 ( [M + Na]+), 1161, 1163 ( [ M  +HI+) ,  992, 718, 419, 
1159,1161 ( [M - HI-). 

Diese Arbeit wurde durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (Wo 297/1-3, Ze 120/14-1,SFB 323) und 
durch das zentrale Schwerpunktprojekt Biouerfahrenstechnik. Stuttgart, unterstiitzt. 
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