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ABSTRACT.—Streptovirudins are antibiotics that were found to be chemically and biolog-
ically related to the tunicamycins. Previous investigations resulted in the determination of D-
glucosamine, uracil, dihydrouracil, and four fatty acids (10-methyl-2-undecenoic acid, 10-
methyl-2-dodecencic acid, 12-methyl-2-tridecenoic acid, and 12-methyl-2-tetradecenoic acid)
as hydrolysis products of the streptovirudins. Based on these results and on the proton resonance
spectra as well as '>C-nmre measurements, complete chemical structures are proposed for all iso-
lated streptovirudins (A, A, , B, B,, C, C,, D}, and D).

Streptovirudin ist ein Komplex neuer Nukleosidantibiotika, der aus Fermentation-
sansitzen von Strepromyces griseoflavus isoliert wurde (1). Die einzelnen Streptovirudine
sind antibakteriell sowie gegen verschiedene DNA- und RNA-Viren wirksam. Ausser-
dem hat sich gezeigt, dass die Streptovirudine auch, analog den Tunicamycinen,
Hemmstoffe der Glykoproteinsynthese sind. Aus dem natiirlichen Gemisch wurden
bisher acht reine Einzelkomponenten, die Streptovirudine A, A,, B, B,, C,, C,, Dy,
und D,, abgetrennt. In ersten Untersuchungen zur chemischen Struktur wurden
zunichst siurehydrolytische Abbauprodukte identifiziert (2,3,4): Glukosamin, Uracil
bzw. Dihydrouracil, und vier verschiedene ungesittigte aliphatische Monokarbon-
siuren. Fiir die einzelnen Streptovirudine sind diese Ergebnisse in Tab. 1 als Partialfor-
meln zusammenfassend dargestellt. Sie liessen zusammen mit den biologischen und
physikochemischen Daten eine nahe strukeurelle Verwandtschaft mit den Tunicamyci-
nen erwarten, deren Strukturformeln kiirzlich von Ito e 4/. publiziert worden sind (5).

TABELLE 1. Identifizierte Hydrolyseprodukte der Streptovirudine

Streptovirudin Hydrolyseprodukte

A, (MG=790) D-Glukosamin Dihydrouracil 10-Methyl-2-undecensiure
A, (MG=788) D-Glukosamin Uracil 10-Methyl-2-undecensdure
B, MG=804) D-Glukosamin Dihydrouracil 10-Methyl-2-dodecensiure
B, (MG=802) D-Glukosamin Uracil 10-Methyl-2-dodecensiure
C,(MG=818) D-Glukosamin Dihydrouracil 12-Methyl-2-tridecensiure
C,(MG=816) D-Glukosamin Uracil 12-Methyl-2-tridecensdure
D, (MG=832) D-Glukosamin Dihydrouracil 12-Methyl-2-tetradecensiure
D, MG=830) D-Glukosamin Uracil 12-Methyl-2-tetradecensdure

Alle Tunicamycine enthalten im Molekiil N-Azetylglukosamin, Uracil und einen

langkettigen Fettsiurerest. Diese Teilbausteine ergeben, gebunden an den neuen
Zucker Tunicamin, die vollstindigen Tunicamycinmolekiile. Einen weiteren Hinweis
auf die nahe Strukturverwandtschaft gab die Hydrolyse mit 3 N HCl. Aus den
Tunicamycinen entsteht das Spaltprodukt Tunicaminyluracil, das unter analogen Be-
dingungen auch in den Hydrolysaten der Streptovitudine der Serie I (A,, B,, C, und
D,) entstand und chromatographisch nachgewiesen wurde. Nach unserer Arbeits-
hypothese sollten sich die Streptovirudine der Serie II daher von den Tunicamycinen
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nur im Fettsdurerest unterscheiden, die Streptovirudine A,, B,, C,, und D, (Serie I)
dariiber hinaus noch Dihydrouracil an Stelle von Uracil enthalten. Nunmehr haben wir
geniigend gereinigtes Material von den Einzelkomponenten des Streptovirudins
hergestellt, so dass eingehende "H- und *C-Kernresonanzuntersuchungen méglich
wurden. Nachfolgend werden die Kernresonanzdaten der Streptovirudine diskutiert
und mit den bisher vorliegenden Angaben iiber die Tunicamycine (5,6,7) verglichen,
sowie vollstindige Strukturformeln fiir alle Streptovirudine vorgeschlagen.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

In den Hydrolysaten aller acht Einzelstreptovirudine wurde schon frither Glukosa-
min nachgewiesen (2) (Tab. 1). Zur genaueren Bestimmung haben wir es nunmehr—
wie im experimentellen Teil beschrieben—in reiner Form als Hydrochlorid isoliert und
auf Grund der spezifischen Drehung als a-D-Glukosamin identifiziert. Aus den Kern-
resonanzuntersuchungen geht jedoch hervor (Tab. 2 und 3), dass es in allen Strep-
tovirudinen in Form von N-Azetyl-D-glukosamin vorliegt.

Enge Zusammenhinge zwischen den einzelnen Streptovirudinkomponenten zeigen
sich auch bei Betrachtung der Molekulargewichte (Tab. 1). Sie unterscheiden sich fiir
die einzelnen Paare A ,/A,, B,/B,, C,/C,, und D,/D, jeweils nur um 2 Daltons. Das
entspricht der MG-Differenz Dihydrouracil/Uracil. Bedingt durch die Kettenver-
lingerung der Monocarbonsduren um je eine CH,-Einheit, nimmt das
Molekulargewicht innerhalb der Reihe A, B, C, D jeweils um 14 Daltons zu.

Die wesentlichen Protonenresonanzdaten der Streptovirudine sind in Tabelle 3
zusammengestelle. Verglichen mit den Angaben von Ito e 4/. (5,7) finden sich alle
charakteristischen 'H-nmr-Signale der aus Tunicaminyluracil und N-Azetyl-D-
glukosamin bestehenden Tunicamycingrundstruktur (Abb. 1) auch in den Protonen-
resonanzspektren der Streptovirudine der Serie II wieder.

ABB. 1. Grundstrukeur der Tunicamycine (7), R=H. In den vollstindigen Tunicamycinmolekiilen ist
R ein langkettiger Fettsdurerest.

Lediglich die Signalaufspaltung des H-1'-Signals wurde von uns—bei
{ibereinstimmender chemischer Verschiebung von §=5,92 ppm in Methanol-d,—mit
5,3 Hz bestimmt {Tunicaminyluracil-HBr in D,O: 4,0 Hz (7), Tunicamycinkom-
ponente V in Methanol-d,: 4,5 Hz (5)}. Diese Diskrepanz beruht aber offensichtlich
nur auf der schlechten Zuginglichkeit der H-1'-Kopplung (Signaliiberlagerungen—
sieche auch Fussnote ¢ und b in Tabelle 3). Durch direkte vergleichende Unter-
suchungen von Tunicamycin' und den Streptovirudinkomponenten den Serie II in

"Wir danken Herrn Prof. T. Ito, Universitit Tokyo, fiir die Uberlassung einer Probe Tunicamycin.
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Pyridin-ds-Lésung konnte belegt werden, dass auch eine vollige Ubereinstimmung
hinsichtlich der H-1'-Kopplung besteht. In diesem Losungsmittel erscheint das H-1'-
Signal sowohl beim Tunicamycin als auch bei den Streptovirudinen der Serie II nach
tiefem Feld verschoben, von anderen Signalen isoliert, als scharfes Dublett mit einer
Kopplung von 5,3 Hz. Wie Abb. 1 zeigt, gehort das Proton H-1' zu einem
Ribosebaustein, der an C-5' iiber eine Methylengruppe (C-6") nichtglykosidisch an
einen 6-Ring Zucker gebunden ist. Beide Teile (C-1" bis C-11') bilden den neuen

Tabelle 2. 130-m-Daten der Streptovirudine L1, 31, C‘l sowie A2 und Bz

Streptovirudin: A.I B1 C.l A2 32
Signalgruppen

C-Atom d(ppm)  S(ppm)  S(ppm)  S(ppm)  S(ppm)
c-2 153,23 153,23 153,30 150,81 150,84 4,=0,G: 98,79; 100,81
C-4 170,48 170,48 170,72 163,02 162,97 A4=0 : 69,63; 69,75; 69,93;
c-5 30,84%) 30,88 30,79 102,09 102,06 70,33; 70,63; 70,98;
c-6 35,43%)  35,43%)  35,52°) 140,37 140,34 71,175 72,97

A=K : 52,845 52,95
C-1' 86,99 86,99 86,93 88,36 88,39 Ag=C : 26,64; 27,14; 27,83;
C=2" 11-0 B.‘-O C1-0 73,37 T3,34 28,67; 29,1C
C=3* A.l-O B.l—O C1-0 A2-0 BZ-O
C=4' 86,12 86,12 86,19 86,41 86,38 51-0,0: 98,82; 100,81
c-5' 66,99 66,99 67,08 66,86 66,80 By=C 1 69,63; 69,795 69,90;
c-6" 35,43%)  35,43%)  35,52%) 35,39 35,33 70,335 70,65; 70,98;
c-7" 4,0 3,0 €,=0 A=C B,=0 71,175 72,98
C=8"* A.‘-O B.l-C C.I-C A2-0 32-0 B1-N : 52,845 52,97
c-9’ 4,0 3,-C ¢,-0 A,=0 B,-0 B,~C : 27,86; 28,67; 28,88;
C=-10" A.I-N B1-N C.I-N AZ’-N B:-N 29,18
c=11" 4,-0,0  B,-0,0  C;=0,6  A,-0,0  3,-0,C

C1-0,0: a8,68; 100,64
c-1n 4,,0,0  By=0,0  C;=(,0  A,=0,C  3.-0,¢ ,-C: 69,645 69,715 69,95;
C=2" A1—N B.l-H C1-I‘I AQ-N BQ-H 70,30; 70,67; 70,93;
C=3" £y=0 B,-0 ¢;=0 4,0 B,~C 71,193 72,90
C-4" A,=0 3,0 ¢,~0 A,=0 B,-0 C,=¥ : 52,94; 53,03
Cu5n A0 B,-0 €yt Ay=C B,-C ¢, = 26,69; 27,323 27,79;
c-6" 60,41 6C,41 60,59 6,62 60,56 28,60; 28,79; 28,89;
CO von NAc 169,10 169,1C 169,69 169,18 169,26 29,21
('m3 von NAc 22,92 22,92 22,75 22,91 22,85

A~=C,C: 98,75; 100,85
c-tn 166,06 166,09 166,41 166,10 166,04 Ay=G 3 63,23; 70,065 70,265
ca2nr 124,80 124,80 124,50 124,78 124,81 70,68; 70,91; 71,12;
c-3m 142,42 140,40 142,98 142,47 142,35 73,01
C=4n' 31,17 31,2¢C 31,18 31,16 31,13 A:-N 1 52,93; 53,05
Cabne A1-C B.I-C C.‘-C A:-C 2:-C AZ-C : 26,63; 27,34; 27,82;
C=g"' A1-C B.I-C C1-C A:-C B:-C 28,64; 29,09
C=7n! A1-C E1-C C1-C A:-C ‘3:-3
c-gn! A,-C 26,35 ¢y=C Ay=C 26,28 B,-0,0: 98,72; 100,88
c-9% 38,42 35,97 ¢,-C 38,2 35,92 B,-0 : 69,17; 70,03; 70,23;
C=10®! A1-C 23,71 C.l-C A:-C 33,64 70,65; 70,82; 71,09;
Ca1171 —— B,-C 38,41 — 3,-C 72,98
c-127" — —-- ¢,=¢ ——— — Boel : 52,92; 52,92 (Signal-
083 an C=10"! 22,49 19,07 ——— 22,46 19,00 iiberlagerung)
CHJ an C=11%? ——— 11,17 ——— ——— 11,10 ':52-0 : 27,79; 28,613 28,82;
CH3 an C=12%' ——— ——— 22,43 ———— — 29,12

Eine Reihe von Signalen mit fast gleicher chemischer Verschiebung konnte vorerat nicht einzelmen

C-Atomen, sondern nur bestimmten Atomgruppierungen zugeordnet werden., Diese Signalgruppen sind im

rechten Teil der Tabelle sufgefithrt. Die Gruppenbezeichnungen =0,0; =0; =K und =C vergegenwirtigen

dabei die fir die chemische Verschiebung des betrachteten C-Atoms maBgeblich verantwortlichen

Kachbaratome,

Die chemischen Verschiebungen wurden auf Tetramethylsilan (Ti.3) bezogen. Lbsungamittel: DMSO~Dg.

a) Signalzuordnung durch heteronukleare Doppelresonanz 13C {1}{}

b) Die Signaliiberlagerung von C-6 und C-6' kann durch Verwendung von F‘,vz-:'.d:'.n-D5 als Losungsmittel
aufgehoben werden.
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Zucker Tunicamin. Uracil ist an C-1' des Ribosebausteins gebunden. Dieser Molekiil-
teil (Baustein A+B) ist daher dem Uridin vergleichbar. Die Kopplungskonstante fiir
H-1' betrigt bei Uridin J=4,2 Hz in Methanol-d4,? 4,5 Hz in DMSO-d,” und D,O
(8). Der demgegeniiber in den Antibiotika etwas erhohte Wert der H-1'-Kopplung
diirfte auf eine verinderte Konformation des Riboseringes, verursacht durch den in 5'-
Stellung substituierten volumindsen Molekiilrest, zuriickzufiihren sein. Die Struktur
dieses Molekiilteils wird durch die vergrosserte Kopplungskonstante nicht in Zweifel
gezogen, da sie durch weitere Untersuchungen von Ito ef a/. (7) und vergleichende *C-
nmr-Messungen abgesichert ist. Die Ergebnisse eigener Messungen im Vergleich zum
Uridin (und Dihydrouridin im Falle der Serie I—Streptovirudine) sind in Tabelle 4
zusammengefasst.

TABELLE 4. '’>C-nmr-Daten. Chemische Verschiebungen der C-Atome mit vergleichbarer
magnetischer Abschirmung in Uridin und Streptovirudin A; bzw.
Dihydrouridin und Streptovirudin A,

Uridin Streptovirudin Dihydrouridin Streptovirudin
C-Atom A, A,

3(ppm) 3(ppm) &(ppm) 3(ppm)
C-2 150,8 150,8 152,9 153,2
C-4 163,1 163,0 170,3 170,5
C-5 101,7 102,1 30,8 30,8
C-6 140,7 140,4 35,7 35,4
Cc-1 87,8 88,4 87,3 87,0
c-2' 73,6 73,4

Die chemischen Verschiebungen wurden auf Tetramethylsilan bezogen. Losungsmittel: DMSO-dg.

Die bisherigen vergleichenden Untersuchungen lassen den Schluss zu, dass die
Grundstruktur der Tunicamycine (bestehend aus Tunicamin, Uracil, und N-Azetyl-D-
glukosamin) auch fiir die Streptovirudine der Serie II zutrifft. Zusammen mit den
Ergebnissen der Analyse der Fettsduren aus den Einzelkomponenten (4) (Tabelle 1)
ergeben sich daraus die Strukturformeln der Streptovirudine A,, B,, C,, und D, (Abb.
2). Da durch Hydrolyse des Streptovirudins C, die gleiche Fettsdure erhalten wird, wie
von Ito et 2/. (5) fiir Tunicamycin Faktor II beschrieben, sollten diese beiden Verbin-
dungen identisch sein.

BC-nmr-Spektren liegen bisher von Tunicaminyluracil-HBr und von N-Azetyl-
dihydrotunicaminyluracil (6,7) vor, nicht aber von den vollstindigen Tunicamycin-
molekiilen. Wir haben die '>C-Spektren der in ausreichender Menge vorhandenen
Streptovirudinkomponenten A,, A,, B,, B,, and C, aufgenommen. Die chemischen
Verschiebungen sind in Tabelle 2 zusammengestellt. Auf Grund der angegebenen
Daten von Ito ez 2. (6,7), der Ubereinstimmung mit dem 13C-Spektrum von Uridin in
DMSO-dg (Tab. 4) und theoretischer Abschitzungen (Inkrementberechnungen fiir die
C-Atome der Seitenketten) konnte eine Reihe von aussagekriftigen Signalen eindeutig
zugeordnet werden. Sie bestidtigen die bisherigen Ergebnisse. Die nach den angegebe-
nen Strukturformeln zu erwartenden restlichen '°C-Signale sind ebenfalls in den Spek-
tren vorhanden. Wegen der zum Teil sehr engen Nachbarschaft haben wir diese Ab-
sorptionen nicht einzelnen C-Atomen zugeordnet. Sie sind, zu Signalgruppen zusam-
mengefasst, im rechten Teil der Tabelle 2 enthalten.

Eigene Messungen.
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ABB. 2. Chemische Struktur der Streptovirudine.

W ie schon die Partialformeln der Tabelle 1 erwarten liessen, unterscheiden sich die
Streptovirudinkomponenten der Serie I von den entsprechenden Vertretern der Serie II
nur dadurch, dass sie an Stelle von Uracil 5,6-Dihydrouracil enthalten. In den '"H-nmr-
Spektren fehlen demzufolge bei allen Verbindungen dieser Serie die Signale der olefi-
nischen Protonen H-5 und H-6. Dafiir ist ein ABXX'-Spinsystem nachweisbar, das
den 4 Protonen der hydrierten Doppelbindung zugeordnet werden kann. Im Gegensatz
zu Dihydrouracil (9) (schnelle Ringinversion) sind jedoch die chemischen Ver-
schiebungen der beiden Protonen an C-6 etwas verschieden. Die Utsache dafiir liegt
sicher nicht in einer behinderten Ringinversion, sondern in der Anwesenheit des nahe
gelegenen Asymmetriezentrums an C-1'. Durch die fehlende Doppelbindung im
Uracilring wird ferner bei den Streptovirudinkomponenten der Serie I die Lage und
Kopplung des H-1'-Signals etwas verindert. Es ist bei vergrosserter Aufspaltung
(AJ=1 Hz) um 0,07 ppm nach hherem Feld verschoben. Vergleichende Protonen-
resonanzuntersuchungen an Uridin und 5,6-Dihydrouridin haben véllig analoge Be-
funde ergeben.

Auch die ’C-Spektren bestitigen diese Ergebnisse. In den Spektren der Strep-
tovirudine der Serie I (Tab. 2) fehlen die Signale der beiden spz-hybridisierten C-
Atome C-5 und C-6 (102 bzw. 140 ppm). Dafiir finden sich, wie im Spektrum des 5,6-
Dihydrouridins (Vergleich siehe Tab. 4), zwei Absorptionen bei 30 und 35 ppm, die
eindeutig den sp>-hybridisierten C-Atomen 5 und 6 zugeordnet werden kdnnen.

Wie die "H- und '>C-nmr-Spektren der Restmolekiile (Zusammenstellung in den
Tabellen 2 und 3) und die bereits identifizierten Hydrolyseprodukte (Tabelle 1) zeigen,
bestehen—abgesehen von der fehlenden Doppelbindung im Uracilring—strukeurell
keine weiteren Unterschiede im Vergleich zu den entsprechenden Komponenten der
Serie II. Fiir die Streptovirudinkomponenten A, B;, C;, und D, werden daher die in
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Abb. 2 angegebenen Strukturformeln vorgeschlagen. Wegen den mit den Tunicamyci-
nen iibereinstimmenden Kopplungskonstanten von H-1" und H-11" muss auch in
allen Streptovirudinen C-1" a- und C-11' B-konfiguriert sein. Die beiden Protonen an
der Doppelbindung C-2", C-3" sind auf Grund von J,5=15,5 Hz in allen Verbin-

dungen trans-stindig.

In einer der vorhergehenden Publikationen wurde erwihnt, dass im Gegensatz zu den Streptovirudi-
nen der Serie II (A,, B,, C,, D,) in den Hydrolysaten der Streptovirudine A;, B, C;, und D; mit 6 N HCI
neben Glukosamin noch ein weiteres Ninhydrin-positives Spaltprodukt entsteht (1). Dieses zusdtzliche
Hydrolyseprodukr hat sich jedoch als Sekundirprodukt erwiesen, das durch Einwirkung von 6 N HCl auf
das freigesetzte Dihydrouracil gebildet wird und somit keinen direkten Baustein der Streptovirudine
darstellt.

EXPERIMENTELLER TEIL

Die 'H-nmr-Spekeren wurden bei einer Arbeitsfrequenz von 200,13 MHz, die '>C-Spekeren bei
50,327 MHz mit einem FT-Spektrometer (WP 200) der Firma Bruker unter Verwendung deuterierter
Lésungsmitrel aufgenommen. Alle angegebenen chemischen Verschiebungen beziehen sich auf Te-
tramethylsilan (TMS) als inneren Standard.

Die in Tabelle 1 angegebenen Molekulargewichte der Streptovirudine A, A,, By, By, und C,, C,
wurden mit Hilfe der Feld-Desorptionsmassenspektrometrie von John L. Occolowitz und Robert L.
Hamill, Lilly Research Laboratories, Indianapolis, bestimmt (11). Die Molekulargewichte der Strep-
tovirudine Dy und D, wurden aus den Strukturuntersuchungen abgeleitet.

Uridin wurde von der Firma Reanal, VR Ungarn, bezogen, Dihydrouracil nach Angaben von F.J. Di
Carlo e a/. (10) aus Uracil hergestellt. Analog wurde Uridin (500 mg) in 15 ml Eisessig mit 300 mg
Platinoxid 5 Stunden bei Zimmertemperatur hydriert. Zur Reinigung wurde der Eisessig nach Filtration
durch Vakuumdestillation und Waschen des Riickstandes mit CHCI; entfernt, der 6lige Riickstand heiss
in wenig CH,OH gelést und Dihydrouridin durch Zugabe von Ather gefllt. Das farblose Ol wurde nach
Trocknen an der Trockenpistole direkt flir die nmr-Messungen eingesetzt.

Reinigung der Streproviruidine. Die Gewinnung der einzelnen Streptovirudinkomponenten erfolgte
wie beschrieben durch Chromatographie des vorgereinigten Antibiotikumkomplexes an Sephadex LH-20
(1). Die Verbindungen waren danach fiir die nmr-Analyse rein.

Bestimmung von a-D-Glukosamin. Glukosamin wurde aus Hydrolysaten von Streptovirudin (3 h
mit 3 N HCl am Riickfluss) nach Ausithern der Fettsduren durch Chromatographie an Dowex 50 W X 8,
200-400 mesh, Elution mit 3 N HCl, isoliert. Das aus der Ninhydrin-positiven Fraktion gewonnene Hy-
drochlorid war nach diinnschichtchromatographischem Vergleich und Vergleich der JR-Spektren mit D-
Glukosamin'HCl identisch. Die a-Konfiguration etgab sich aus der spezifischen Drehung auf Grund der
abfallenden Drehwerte in wissriger Losung (Mutarotation): {a}*’D des isolierten Hydrochlorides dnderte
sich im Untersuchungszeitraum von+83,5° auf +75,3°.
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