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Bacterial Constituents, V: Alkyl Quinolines and Their N-Oxides From 
Pseudomonas aeruginosa 

Alkyl and alkenyl quinolines (so-called "Pyo-substances") and their N- 
oxides were isolated from Pseudomonas aeruginosa. Structures proposed earlier 
could be confirmed ; a new representative ("Pyo V") is described. 

(Keywords: Alkyl quinolines and N-oxides; Bacterial constituents; 
Pseudomonas aeruginosa; Pyosubstances) 

Einlei tung 

Seit etwa 90 Jahren  ist bekannt,  dal~ Inhaltsstoffe yon Pseudomonas 
aeruginosa erfotgreich zur Therapie yon Milzbrand und einer Reihe 
anderer Krankhei ten  eingesetzt werden kSnnen 2. 1945 fanden Hays 
etal .  3, dab es sich bei dem Wirkstoff  nicht - -  wie ursprfinglich 
angenommen - -  um ein Enzym (, ,Pyocyanase") ,  sondern vielmehr um 
ein Gemisch niedrig-molekularer Stickstoffverbindungen handelt,  des- 
sen Komponen ten  (,Pyo-Verbindungen") sie abtrennen und charakte-  
risieren konnten.  Wells a schlug 1952 auf  Grund UV-spektroskopischer 
Untersuchungen (vgl.5), Ozonolyse sowie einer nicht ganz eindeutigen 
Synthese (Anilin und 3-Ketocarbons~ureester  kSnnen zu 2-Alkyl-4- 
und zu 4-Alkyl-2-chinolonen kondensieren) vor, dab es sich bei Pyo ] b, 
I c und I I I  um 2-Heptyl- ,  2-Nonyl- und um 2-(l '-Nonenyl)-chinol-4-on 
handle. 1956 schliel~lich gelang es Cornforth und James6, 2-n-Alkyl- 
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ehinol-4-on-N-oxide (C7, C9, Cll  und etwas Cs) nachzuweisen und 
eindeutig zu charakterisieren. Hierbei handelt es sich wahrscheinlich 
um die Pyo II-Fraktion.  Die N-Oxide sind gegen Bacillus pumilus 
antibiotisch wirksam v. Zur Biogenese vgl. Ref. s. 

Da wir aus Pseudomonas aeruginosa 3-Alkylchinolin-Derivate (1, 2) 
isolieren und in ihrer Struktur aufkl~ren konnten 9, das gleichzeitige 
Auftreten yon 2- und 3-Alkylchinolinen zumindest unerwartet ist und 
der Strukturbeweis von Wells (s. oben) einige Fragen often gelassen hat, 
haben wir die Pyo-Fraktion neu untersucht, l~ber die Ergebnisse wird 
im folgenden beriehtet. 

0 0 

I I 
H OH 

I:R= n-CTH15 3 : R = n - C T H l s  

2 :R = /1 -C 9 HI9 4 :R = ta-C 9 H19 

Ergebnisse  und  Di skuss ion  

1. Chinolon-N-Oxide 

Im Gegensatz zu den Ergebnissen yon Cornforth 6 konnten nur 
2 Homologe (n-Heptyl, 3, und n-Nonyl, 4) im Verh~ltnis 3:1 naeh- 
gewiesen werden (C16H21N02 und C18H25NO~ durch exakte Massen- 
messung). Das Massenspektrum des Gemisches zeigt Ionen bei m/e 175 
(Basispeak, M-C6H12 bzw. M-CsH18 dutch McLafferty-Umlagerung), 
m/e 188 (30~, M-'C5H n bzw. "C7H15 , vgl. Ref. 1~ und m/e 146 (20~, m/e 
175 -'CHO). Im Ig-Spektrum (KBr) finden sich die N--O-Banden bei 
1 130 und 1270 cm -1, letztere in ffir Chinolin-N-oxide typischer Weise n 
aufgespalten. Eine Bande (s.u.) bei 1644em -1 spricht daftir, dab in 
fester Phase die Chinolonform vorliegt (vgl. jedoch zur Frage der 
Tautomerie die Diskussion in Ref. ~ und insbes, in Ref. 11, S. 404 ft.). Das 
UV-Spektrum stimmt mit dem yon Cornforth 6 angegebenen fiberein. 

Im NMR-Spektrum (CHaOH) sind die Alkylsignale (0,98, t;  1,25, 
1,72 und 2,85, m) zu tieferem Feld verschoben als bei den 2-Alkyl-4- 
chinolonen beobachtet, was die Nachbarschaft der Alkylkette zur 
N --* O-Gruppierung beweist (vgl. Ref.12). Im Aromatenbereich findet 
sieh ein Signal auf Grund der Nachbarschaft zur N-~ O-Gruppe 
gleiehfalls bei tiefem Feld (C-8; 8,3, d). Reduktion mit Zn/HCP 8 oder 
NaBH414 liefert ein Gemisch, das sich in 2-n-Heptyl- und 2-n-Nonyl- 
chinol-4-on auftrennen 1/iBt, welche sich als identiseh mit den unten 
beschriebenen Verbindungen 5 und 6 erwiesen (Laufverhalten, UV-, 
IR-, NMR-, Massenspektren). 
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2. " Pyo- Verbindungen " 

Dureh chromatographische Trennung liel~en sich 4 Verbindungen 
im Verhs ~ 1 : l0 : 1 : 1 rein darstellen, ffir die massenspektrosko- 
pisch die Elementarzusammensetzungen C16H21NO, ClsH25NO, 

0 

I 
H 

5 - 8  

5 , 9  : R=n-CTHIB 
6 , 1 0  : R = n-c 9H19 

7,11 :R= n-CH=CH-CTH~s 

8 , 1 2  :R = n-(CH2)2-CH=CH-C 7 His 

C[ 

9 - 1 2  

ClsH23NO und C20H27NO (entspr. Heptyl-,  Nonyl-, Nonenyl- und 
Undecenylchinolon) best immt werden konnten (5--8). Die Verbin- 
dungen 5, 6 und 8 zeigen das fiir 2-Alkyl-chinolinsysteme typische 
Fragmentierungsmuster  15 (McLafferty-Umlagerung zu m/e 159 - -  die- 
ses Ion verliert weiter "CHO, m/e 130 - -  und insbesondere ~-Spaltung 
der Alkylkette, m/e 172, die bei Alkylierung an C-3 oder C-4 nieht 
hervortr i t t ) ;  5 ffihrt zusgtzlich zu einem intensiven Ion bei m/e 198. 

Die UV-Spektren yon 5, 6 und 8 zeigen identische Absorptions- 
maxima, wghrend die von 7 zu li~ngeren Wellenli~ngen verschoben sind ; 
die von uns beobachteten Werte ffir 5, 6 und 7 stimmen mit den 
Angaben4 ffir Pyo I b, I c und I I I  fiberein. Die Unterschiede im 
Fragmentierungsverhalten und in den UV-Spektren von 7 und 8 legen 
nahe, dag bei 7, nicht aber bei 8, die Seitenketten-Doppelbindung mit 
dem Kern konjugiert  ist. 

Mit der 4-Chinolonstruktur im Einklang 1~ ist die Lage der CO- 
Bande (1639cm 1; bei den isomeren 4-Alkyl-2-chinolonen werden 
hShere Wellenzahlen beobachtet) im IR-Spektrum des Gemisches yon 
5- -8  sowie die NMR-Spektren (CC14) yon 5 + 6 bzw. 7 + 8, die sich nut  
durch das Signal der olefinischen Protonen unterscheiden. Durch die 
C=O-Gruppe  (C-4) wird ein aromatisches Proton (H-5) entschirmt 
(3 8,4ppm, d), w~hrend H-3 aus sterischen Griinden nicht beeinflul~t 
wird (3 = 6,25 ppm, s) 17, is  H-8 findet sich bei 3 = 7,90 (d), H-6 und H-7 
erscheinen als t bei t bei 7,35 und 7,65 ppm. Die Alkylsignale treten bei 
0,8 (t), 1,2 (m), 1,77 (m) und 2,77 (m), die der olefinischen Protonen bei 
5 ,2ppm auf (das schlecht aufgel6ste Signal 1/~l~t eine Entscheidung 
zwischen Z- und E-Konfigurat ion nicht zu). 
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Ozonolyse sowohl yon 7 als aueh yon 8 ergab Oetanal, das als 2,4- 
Dinitrophenylhydrazon durch Vergleich mit authentisehem Material 
(Fp., Massenspektrum, Laufverhalten) identifiziert werden konnte. 
Daraus folgt, dal~ (vgl. oben die Spektrendiskussion) bei 7 die Doppel- 
bindung zwisehen C-I' und C-2', bei 8 zwischen C-3' und C-4' liegen muB. 

Das Gemisch yon 5--8  lieg sich dureh Erhitzen 19 mit POCla in die 
entsprechenden 4-Chlor-ehinoline (9--12) fiberfiihren [M + (aDC1) role 
261, 287, 289 und 315, Hauptfragmente  m/e 177 und 190 dureh McLaf- 
ferty-Umlagerung bzw. ~-Spaltung, vgl. oben; NMR (CF3COOD): H-3 
wegen der Naehbarsehaft  zum C1 8,05ppm, s, Aromatenprotonen 
zwischen 8,3 und 8,65ppm]. Umsetzung. von reinem 5 fiihrte ent- 
sprechend zu 7, das sieh als mit synthetischem 4-Chlor-2-n-heptyl- 
chinolin (aus 4-Chlorchinolin-N-oxid und n-Heptylmagnesiumbromid 
in TH F 2o) identiseh (Fp., NMR, Massenspektrum) erwies. 

3. Einflufi von Eisen im Kulturmedium 

DiG Bildung sowohl der , ,Pyo-Verbindungen" als auch der N-Oxide 
wird bei Zusatz von Eisen zum N~hrmedium (s. Exper.  Teil) verringert, 
und zwar gegeniiber Kul turen ohne Eisenzusatz auf etwa ein Zehntel 
(vgl. Ref. 21). 

Zusammenfassung 
Die Pyo-Verbindungen I b, I c und I I I  sowie die Cornforthschen N- 

Oxide von I b und I c konnten in ihrer Struktur  als 5, 6, 7, 3 und 4 
gesichert sowie 8 als neuer Typ (der Nomenklatur  folgend als , P y o  V" 
zu bezeichnen) aufgekl~rt werden, Bemerkenswert ist, dai~ 3 und 4 im 
selben Mengenverhs gebildet werden wig 1 und 2, so dal~ deren 
Ents tehung aus 3 und 4 m5glich erscheint. Bildung yon 3-Methylchino- 
lon-2 aus 2-Methylchinolin-N-oxid ist auf photochemischem Weg eS, 
unseres Wissens bisher aber nicht unter Si~ure- oder Baseneinwirkung 
beobachtet  worden. 

Die Umlagerung lie[~e sich durch Basenangriff am enolischen Hy- 
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droxyl  erkl~ren. Da  jedoch Alky lwanderungen  zu einem Eno la t -An ion  
ungew6hnlich sind und  iiberdies Basenangr i f f  bei 2-Alkylpyr idinsyste-  
men in der Regel an der  e-st~tndigen CH2-Gruppe erfolgt, sollte auch 
Abspa l tung  des H y d r o x y l a m i n - O H  mit  naehfolgender  Alkylwande-  
rung  (vergleiehbar einer v inylogen Beckmann-Umlagerung) in Be t raeh t  
gezogen werden. En t spreehende  Unte r suehungen  sind im Gange. 

Die vorliegende Arbeit wurde yon der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
untersttitzt. 

Experimenteller Tell 

Diinnschichtchromatographie (analytisch) : DC-Alufolien belegt mit Kiesel- 
gel F254 mit Fluoreszenzindikator (Merck). 

Siiulenchromatographie (priiparativ) : Kieselge160 (0,04-4),06 ram) (Merck). 
Hochdruckfliissigchromatographie: HPLC-Ger/it Fr-30 (Knauer), LiChro- 

sorb RP-8 S/~ule (10~m) (Merck). 
Massenspektrometer: Finnigan 3200, Varian CH7A, Varian MAT 731 

(exakte Massenmessungen). 
UV-Spektren: Beckmann 25. Angaben X (log r nm. 
IR-Spektren : Perkin-Elmer 243. 
NMR-Spektren: Varian EM-390, Brueker WP-60 (s-Singulett, d-Dublett, 

t-Triplett, m-Multiplett). 
Rohmaterial : 4,0 g KH2PO4, 0,5 g MgS04" 7 H20, 15,0 g Na-gluconat, 0,5 g 

(NH4)2S04, 0,05g Fe-Citrat wurden mit H20 auf 11 gebracht (pH auf 7,4 
eingestellt), mit Stamm 5293 yon Pseudomonas aeruginosa beimpft, die Kultu- 
ren eine Woche bei 29--30 ~ bebriitet, zentrifugiert und die Rfickst/~nde mit 
Ethylacetat extrahiert. Nach weitgehendem Entfernen des L6sungsmittels 
wurde der 61ige Extrakt (etwa 700mg) an Kieselgel (CC14/Aeeton 3:2) in 
4 Fraktionen (gelbgrfin, hellblau, blau und nicht fluoreszierend) aufgetrennt. 

Die 1. Fraktion enth/~lt Zersetzungsprodukte, da sie sich aus den reinen 
Folgefraktionen stets nach einiger Zeit nachbildet; sie wurde nieht n~her 
untersucht. 

Aus der 2. Fraktion des Rohextraktes kristMlisierte nach Zusatz yon 
Aceton im Kfihlschrank das Gemisch yon 3 und 4 aus. Weitere Substanz konnte 
durch Chromatographie der Mutterlaugen an Kieselgel (Aceton/CHCl~ 7:3) 
gewonnen werden. Ausbeute (nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Aceton) 
etwa 30 mg. 

Die 3. Fraktion wurde wie oben angegeben rechromatographiert. Umkri- 
stallisieren des dabei anfMlenden kristMlinen Materials aus Aceton und danach 
aus Dioxan ergab 50 mg eines Gemisches yon 5--8. Erneute Chromatographie 
wie oben brachte Trennung in 5 + 6 und 7 + 8, vollst~ndige Trennung des 
Gemisches gelang mit Hilfe yon HPLC (S~ulentemp. 56 ~ 150 bar, 3 ml/min, 
Laufmittel CH~OH/H20 6:4). Da das so abgetrennte 7 noch mit etwas 6 
verunreinigt war, wurde nochmals an mit 20~ AgNO8 impr~gniertem Kieselgel 
mit CHC13 chromatographiert. 

Die 4. Fraktion enth~lt unpolare Substanzen, die nicht welter untersucht 
wurden. 

2-n-Heptylchinol-4-on (5). Fp. 147~ UV (Ctt30H) : 213 (4,41), 236 (4,46), 316 
(4,05), 327 (4,04); Mol.-Gew. (massensp.) 243. 

2-n-Nonylchinol-4-on (6). Fp. 137~ UV (CH3OH): 213 (4,37), 236 (4,43), 316 
(4,02), 327 (4,00); Mol.-Gew. (massensp.)271. 
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2-n-(l'-nonenyI)chinol-4-on (7). Fp. 150~ UV (CH~OH): 258 (4,59), 267 
(4,58), 308 {3,94), 330 (4,05); Mol.-Gew. (massensp.) 269. 

2-n-(3'-undecenyl)chinol-4-on (8). Fp. 114~ UV (CH3OH): 213 (4,58), 236 
(4~58), 316 (4,09), 327 (4,11); Mol.-Gew. (massensp.) 297. 

Gemisch yon 2-n-Heptyl- und 2-n-Nonylchinol-4-on-N-oxid (3 + 4). Fp. 
148--149 ~ UV (CH30H) : 248 (4,30), 342 (3,82}, 350 (3,79}. Mol.-Gew. (massen- 
sp.) 259 und 287. 

Reduktion von 3 + 4 zu 5 + 6. a) 32 mg 3 + 4 wurden in fiberschfissiger 
Salzss gel5st und mit 250 mg Zn-Staub in kleinen Portionen versetzt. Nach 
Zugabe von Na2C03 bis zur alkalischen Reaktion wurde 10 min unter Rfickflu• 
erhitzt, hei[~ filtriert, mit CHCl3 extrahiert  und aus Aceton umkristallisiert. 
Ausb. 17mg (56~o) 5 + 6. b) Eine LSsung yon 24rag 3 + 4 in T H F  wurde zu 
9mg NaBHa in T H F  zugesetzt, zum Sieden erhitzt, anschliel~end 5h bei 
t~aumtemp, belassen, mit Essigs~ure anges~uert, eingeengt und mit CHC13 
extrahiert.  Ausb. (nach Umkristallisieren aus Aceton) 16 mg (70~). Trennung 
von 5 § 6 erfolgte wie oben. 

Ozonolyse von 7 bzw. 8. In  eine L5sung yon 50 mg Substanz in 40 ml CHCla 
wurde unter Kfihlung (CH3OH/Trockeneis) 50min 03 (0,2g/h), danach bei 
Raumtemp. 5 min 02 eingeleitet, dann unter kr~ftigem Rfihren 1,3 ml Eisessig 
und 50 mg Mg-Sp~ne zugesetzt und anschliei3end im Vak. eingeengt, in CuH5OH 
aufgenommen und mit einer LSsung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin (0,4g in 
2ml H2S04, 2ml H20, 5ml C2H~OH ) versetzt. Fp. (nach Umkrist.  aus 
Dioxan/H20) und Misehschmp. mit authentischem Material 104~ R/0 ,52  
(CsHe/Petrolether 35--60 ~ 6:4), 0,35 (CHCl3/Petrolether 35--60 ~ (75:25), 
0,34 (C6H6/n-Hexan l : l ) ,  0,90 (CC14/Aceton 3:2). Mol.-Gew. (massensp.) 308. 

~)berfiihrung des Gemisches 5- -8  in 9--12. 60 mg Substanz wurden unter 
Eiskfihlung mit 0,3 ml POC13 versetzt, anschlieBend 30 rain auf 140 ~ erhitzt, auf 
60 ~ abgekfihlt und in ein Gemisch yon 8 g Eis, 1,96 g NaOH und 1,9 ml H20 
gegossen, abfiltriert und mit viel H20 gewasehen. Ausb. 58,4mg (90~o). 
Uberffihrung yon reinem 5 in 9 erfolgte analog. Fp. 65 ~ Mol.-Gew. {massensp.) 
261. 

4-Chlorchinolin-N-oxid. 4,26g 4-Chlorchinolin (EGA) in 7,3ml Eisessig 
wurden mit 2,4 ml H202 (30~o) versetzt, 3 hau f  76 ~ erhitzt, abgekfihlt, nochmals 
mit 4 ml H202 versetzt und bei Raumtemp. gerfihrt, bis dfinnschichtehromato- 
graphisch kein Ausgangsmaterial mehr nachzuweisen war. Die LSsung wurde 
hierauf mit heil~er ges~ttigter NaeCO~-LSsung alkalisch gemacht, mit H20 
verdfinnt, filtriert und mit 600 ml CHC18 extrahiert.  Uber Aufarbeitung ergab 
3,69g (79~) 4-Chlorchinolon-N-oxid. Fp.  132~ (Lit. 22 133~ Mol.~Gew. 
(massensp., 35C1) 179. 

4-Chlor-2-n-heptylchinolin (9). Eine L5sung von n-Heptylmagnesiumbro- 
mid (0,01 tool) in 20 ml T H F  liel~ man unter Kfihlen langsam zu einer LSsung 
von 0,9 g 4-Chlorehinolin-N-Oxid in 20 ml T H F  tropfen, rfihrte 5 h bei Raum- 
temp., trennte nach Zugabe yon wenig H~O die organische Phase ab und 
extrahierte den l~fickstand mit 600 ml CHC13. Nach der fiblichen Aufarbeitung 
wurden durch Chromatographie an Kieselgel mit Aceton/CC14 2 : 3 18 mg (1,3~) 
9 erhalten. Fp.  65 ~ Mol.-Gew. (massensp.) 261. 
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